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Resumen y Abstract V
 
Resumen 
En Colombia hay sembradas cerca de 36.350 hectáreas de caucho las cuales 
proveen apenas el 5% del volumen total de látex que se requiere para suplir la 
demanda de la industria nacional (Fuente: MADR- Agronet, 2010), razón por la 
cual, el gobierno Nacional ha venido estimulando la ampliación de áreas dentro 
del sector heveícola, con el consiguiente establecimiento de viveros y jardines 
clonales sujetos a ser afectados por el Mal Suramericano de las Hojas de Caucho 
o SALB (South American Leaf Bligth of Rubber), enfermedad causada por el 
hongo ascomiceto Microcyclus ulei. Este patógeno constituye el principal limitante 
fitosanitario del caucho de América Central y América del Sur. En el curso de la 
presente investigación se aislaron 57 cepas de Microcyclus ulei, procedentes de 
diferentes cultivos ubicados en los Llanos Orientales de Colombia, a los cuales se 
les aplicó un protocolo estandarizado de extracción de ADN y se les realizó un 
análisis de diversidad genética, utilizando diferentes aplicaciones estadísticas a 
los resultados de la amplificación por PCR (AFLPs) de las combinaciones de 
cebadores EcoRI-C/MseI-CA, EcoRI-AT/MseI-A, EcoRI-AT/MseI-C, EcoRI-AT/ 
MseI-C. La técnica de AFLPs aplicada permitió la ampliación de 102 bandas, 
donde 60,78 % fueron polimórficas y 19.2 % exclusivas de las localidades de 
obtención de los aislamientos. Los análisis realizados permitieron la agrupación 
de los aislamientos en tres grandes grupos, los cuales mostraron una amplia 
divergencia. Sin embargo, se observó baja diversidad genética entre los 
aislamientos, de los cuales solamente once asilamientos (19.3 %) fueron 
identificados como ampliamente divergentes de estos grupos. No se encontró 
correspondencia entre los grupos determinados y la localidad de origen. 
Palabras claves: Microcyclus ulei. Variabilidad genética. AFLPs, SALB, Hevea 
brasiliensis 
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Abstract 
Considering that in Colombia there are near 36350 hectares of rubber, and so far 
only provides 5% of the volumen of latex that is required to meet the demand of 
domestic industry (Source: MADR-Agronet, 2010) the government aims to 
stimulate the sector National Heveicola to increase the number of hectares 
planted, this requires the establishment of clonal nurseries and gardens that are 
not exempt from being affected by evil South American Rubber Leaves or SALB, 
a disease causaed by the ascomycete Microcyclus ulei, this pathogen is the main 
limitation of the rubber plant in Centro and South America. 
In the present study were isolated 57 strains of Microcyclus ulei, for which 
standariaed a protocol for DNA extraction and analysis was performed of genetic 
variability, using combinations of primers MseI-CA/EcoRI-C, EcoRI-AT/MseI-A, 
EcoRI-AT/MseI-C, EcoRI-AT/MseI-C AFLP technique, we obtained 102 bands, 
where a polymorphic 60.78% and 19.2% were exclusive to the localities. 
 
Low genetic variability was observed among isolates of the causal agent of South 
American Bad Rubber Sheets analyzed. It was possible to observe the formation 
of three major groups to eleven isolation (19.3%) of the sample, with wide 
divergence of these groups. There was no correspondence between particular 
groups and geographic origin. 
 
Keyword: Microcyclus ulei. Genetic variability. AFLPs,SALB, Hevea brasiliensis 
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 Introducción 
Colombia cuenta con cerca de 36.350 hectáreas de caucho, de las cuales solo 
hay en producción 10.000, que proveen apenas 5% del volumen total de látex que 
se requiere para suplir la demanda de la industria nacional (Fuente: MADR- 
Agronet, 2010). Por tales circunstancias, el gobierno Nacional se ha propuesto 
estimular la ampliación del área plantada dentro del sector heveícola. 
Para alcanzar tal objetivo se requiere establecer viveros y jardines clonales que   
no están exentos de ser afectados por el Mal Suramericano de las Hojas de 
Caucho o SALB como se conoce por sus siglas en inglés (South American Leaf 
Bligth). La enfermedad es causada por el hongo ascomiceto Microcyclus ulei, y 
constituye el principal limitante fitosanitario del caucho de América Central y 
América del Sur. El SALB hace parte de un grupo selecto de enfermedades de 
gran importancia económica por el nivel de pérdidas que puede ocasionar al 
cultivo, semejante a las causadas por Hemileia vastatrix y Phytophthora infestans. 
(Gasparotto, 1997). 
El SALB se encuentra dispersado por todas las áreas donde se hallan 
establecidas las especies nativas de Hevea, área que se extiende desde los 18° 
latitud norte en el sureste de México hasta los 24° latitud sur en el estado de Sao 
Paulo en Brasil (Cardoso y Rossetti, 1964). La enfermedad es altamente 
agresiva, ocasionando pérdidas  que pueden llegar hasta del 90% bajo 
condiciones ambientales favorables. En razón a su amplia diseminación tiene una 
alta capacidad de afectar áreas extensas y por la altura de los árboles de caucho 
y la magnitud de las plantaciones es de difícil control. 
El mayor riesgo de incidencia de la enfermedad ocurre durante los estados 
juveniles de las plantas en las plantaciones, en viveros y jardines clonales y 
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durante el periodo de refoliación de los árboles. La alta incidencia de la 
enfermedad afecta el crecimiento, produce la pérdida de plantas en condiciones 
de ser injertadas y de yemas en época apropiada (Gasparotto, 1997). En árboles 
en estado adulto, la re-incidencia sucesiva causa muerte descendente de las 
ramas y puede ocasionar la muerte de las plantas o facilitar la incidencia de otras 
enfermedades, que conducen eventualmente también a causar la muerte. En 
viveros y estados juveniles de desarrollo puede recurrirse al uso de fungicidas 
para el manejo de la enfermedad, pero en plantación adulta es necesario 
disponer de resistencia genética o a la siembra en zonas de escape. Estas 
últimas son áreas con condiciones ambientales desfavorables para M. ulei, 
durante las etapas más receptivas del huésped (el periodo de defoliación – 
refoliación), sin afectar el crecimiento, desarrollo y producción de los árboles 
(Gasparotto, 1997).  
Colombia cuenta con un gran número de hectáreas con condiciones 
edafoclimáticas aptas para el cultivo del caucho natural (CONIF, 1997) en donde 
concurren zonas con condiciones de escape a la enfermedad. Ello no significa 
ausencia de la enfermedad en estas áreas, sino que los factores climáticos y 
otros componentes asociados a la enfermedad no coinciden con la época de 
mayor disponibilidad de patios de infección. Es por ello que para la planificación 
de siembras sea necesario tomar en cuenta la virulencia del patógeno, la 
susceptibilidad del hospedero, la disponibilidad de inoculo, la localización 
geográfica del cultivo y la época del periodo de defoliación del material vegetal 
(clon) sembrado (Gasparotto, 1997).  
En cuanto a la susceptibilidad de los hospederos, la mayoría de los genotipos de 
árboles de caucho natural mejorados para su cultivo fuera de América son 
susceptibles a la enfermedad (Chee, 1986). En cuanto a la virulencia del 
patógeno, autores como Gasparotto y Junqueira (1994) han reportado que existe 
una alta variabilidad en los aislamientos de M. ulei, independientemente de la 
región agroclimática de donde sean aislados.  
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Mattos (2003), identificó treinta y seis razas con virulencia diferenciable en el 
análisis de aislamientos provenientes de 12 clones de caucho, a partir de una 
colección sugerida por Junqueira en 1988. Los rangos de hospedero y 
cuantitativos de agresividad de los aislamientos variaron ampliamente, aunque 
ninguno de los aislamientos logro infectar todos los genotipos. Estos resultados 
fueron comparados con los datos de Junqueira en 1988, Rivano 1997, Hashim y 
Almedia 1987 y, en resumen, un total de 68 razas con diferentes espectros de 
reacción en los hospederos han sido identificadas. (Lieberei, 2007).  
A nivel molecular, el análisis de diversidad genética del hongo se ha realizado 
mediante estudios de polimorfismo genético usando técnicas moleculares (Le 
Guen, 2004). En este estudio se identificaron aislamientos de Brasil y de la 
Guyana Francesa, en cuya caracterización se emplearon varios microsatélites, 
los cuales, una vez descritos y evaluados fueron propuestos como marcadores 
moleculares para determinar la diversidad de los aislamientos. (Lieberei, 2007). 
Teniendo en cuenta la proyección de siembra de caucho en Colombia para los 
próximos años y la importancia de la diversidad del organismo causal en la 
ocurrencia del  SALB,  la información es escasa. Para suplir esta deficiencia, es 
importante evaluar la diversidad genética entre aislamientos nativos de cada una 
de las regiones caucheras. Esta información servirá de base para apoyar futuras 
investigaciones y determinar buenas prácticas para el mejor manejo de la 
enfermedad y disminuir las perdidas en la producción de látex y material vegetal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
1. Objetivos 
1.1 Objetivo General 
Determinar la variabilidad genética existente entre aislamientos de Microcyclus 
ulei provenientes de diferentes regiones productoras de caucho natural en 
Colombia.  
 
1.2 Objetivos Específicos 
 Obtener  los aislamientos de Microcyclus ulei, provenientes de las diferentes 
regiones caucheras de Colombia. 
 
 Estandarizar la técnica de AFLPs para la caracterización de aislamientos de 
M. ulei provenientes de diferentes regiones productoras de caucho natural en 
Colombia.  
 
 Determinar la variabilidad genética existente entre los diferentes aislamientos 
de Microcyclus ulei, provenientes de las diferentes regiones caucheras de 
Colombia mediante marcadores moleculares tipo AFLPs. 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
2. Marco teórico 
2.1 Generalidades del caucho natural (Hevea brasiliensis)  
 
2.1.1 Taxonomía 
El caucho es un Polímero del metilbutadieno  o isopreno , conformado por:  C5H8, 
de alto peso molecular, en el cual los grupos isoprenos (C5) están unidos en 
largas cadenas filiformes. Este polímero  es producido por numerosas plantas del 
reino vegetal, en células especializadas (laticíferas),cuyo contenido lechoso 
llamado látex puede brotar a partir de la incisión en la corteza de la planta 
(Compagnon, 1998). 
Reino: Vegetal 
Sub-reino: Embryobionta  
División: Magnoliophyta  
Clase: Magnoliopsida  
Sub-clase: Rosidae  
Orden: Euphorbiales  
Familia: Euphorbiaceae  
Género: Hevea 
Especie: Hevea brasiliensis  
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Entre unas 12,500 especies de plantas laticíferas, unas 7,000 producen caucho. 
En la gran mayoría de los casos, el caucho se encuentra mezclado con 
cantidades más o menos importantes de substancias resinosas que desvalorizan 
la calidad del caucho y lo vuelven a menudo inutilizable, salvo tratamiento 
eventual de separación (Compagnon, 1998). 
 
Entre las especies productoras de caucho, Hevea brasiliensis, originario de la 
selva amazónica, se reveló rápidamente como el mejor productor cuando, en el 
siglo XIX, el caucho, no era  más que un producto de cosecha. Después de su 
introducción en Malasia en 1877, esta especie fue confirmada como la más apta 
para ser cultivada y explotada industrialmente. Esta introducción fue el resultado 
del envío, realizado por H. Wickhamen 1876, de 70,000 semillas de Hevea 
brasiliensis recolectadas en el Municipio de Boim, cerca de Santarem. Estas 
semillas fueron puestas a germinar en el Jardín Botánico de Kew, en Inglaterra. 
2,397 semillas germinaron en el mismo año, 2,000 plantas jóvenes fueron 
enviadas a los Jardines botánicos de Ceilán, de las cual el 80% llegó en buenas 
condiciones. En Malasia, sólo unas veintidós plantas llegaron en buen estado en 
junio de 1877 (Wycherlep, 1959). Hoy en día, el 99% del caucho natural mundial 
proviene de las plantaciones en el Extremo-Oriente y África (Compagnon, 1998). 
 
2.1.2 Origen, distribución y domesticación  
El género Hevea, descrito en 1775 por Aublet a partir del material recolectado en 
Guayana francesa, es originario de América del Sur donde se encuentra en toda 
la cuenca amazónica, al norte en la cuenca superior del Orinoco y las Guayanas y 
al sur en el Mato-Grosso. 
 
En su estudio con G.A. Black sobre la fitogeografía de Amazonia, A. Ducke en 
1941 utilizó el género Hevea para tratar de delimitar la región amazónica de selva 
pluviotropical. La presentación que dio de la distribución del género Hevea y de 
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las especies Hevea brasiliensis y Hevea benthamiana sigue siendo válida. Las 
observaciones realizadas durante misiones más recientes justificarían solamente 
modificaciones de detalles, extendiendo ligeramente los limites en algunos 
puntos, en particular a lo largo de algunos ríos. El área de distribución del género 
cubre cerca de seis millones de kilómetros cuadrados, sus límites extremos 
siendo aproximadamente 6" Norte, 15" Sur, 46" Este y 77" Oeste. (Ducke, 1941). 
 
En cuanto a Hevea brasiliensis, su área de distribución cubre ampliamente el sur 
de la cuenca amazónica. Esta puede ser considerada como el centro de 
diversidad genética del género, cuyo origen se remonta al periodo de formaciones 
del Trías o aún más antiguas durante el Terciario antes de la formación del 
pliegue andino. Para RJ. Seiberth, Hevea guianeensis y Hevea pauciflora deben 
ser considerados como los tipos primitivos del género que existen todavía 
asociados a estas antiguas formaciones de terreno. (Seiberth, 1947). 
 
La región del alto Río Negro está situada, desde el punto de vista climático, en la 
zona ecuatorial constantemente húmeda y de mayor pluviometría. El área de 
repartición de Hevea brasiliensis, cuya extremidad norte, cercana al Río Negro, 
se encuentra en esta zona ecuatorial, pasa gradualmente por climas menos 
húmedos hasta el clima tropical del suroeste de Brasil (Acre, Rondonia, Mato 
Grosso) y del sureste de Perú y de Bolivia, donde se encuentran las más 
hermosas poblaciones de heveas, y donde la temporada seca alcanza dos a tres 
meses. 
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Figura 1. Distribución del género Hevea (Compagnon, 1998). 
 
2.1.3 Producción y área cultivada en Colombia 
Según la Secretaria Técnica de la Cadena de Caucho, en Colombia el cultivo 
comercial de caucho (Hevea brasiliensis M.) se distribuye en nueve (9) núcleos 
regionales: El departamento del Caquetá, era el principal departamento heveícola 
en cuanto a área establecida (7.064 hectáreas, correspondientes al 27% del total 
del país), relegado por la reciente expansión del área en la Orinoquia durante 
años recientes. En el departamento del Caquetá se encuentra ubicada una planta 
transformadora de caucho técnicamente especificado, tipo TSR-20 (Tecnically 
Specified Rubber, por sus siglas en inglés), con capacidad instalada para la 
producción de 500-600 tons/mes. Actualmente se encuentra al 12% de su 
capacidad instalada (60 tons. mensuales), por escasez de materia prima. Así 
mismo, el departamento de Santander viene expandiendo sus áreas de siembra 
(5.715 hás. correspondientes al 22% del total), producto del interés del sector 
privado, la participación activa de los entes territoriales y la oferta de 
cofinanciación por parte de la FUPAD-USAID. También el departamento de 
Antioquia viene aumentando su número de hectáreas sembradas (12% del total; 
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3.215 has.), se ubica como el tercer departamento con mayor área establecida en 
el país.  El departamento de Meta por su parte (12% del total, 3.082 hectáreas) ha 
incrementado sus áreas de siembra, dado el  interés de inversionistas privados, 
atraídos por la alta rentabilidad del cultivo (TIR del 16 al 18%), su ubicación 
estratégica y cercanía a la capital de la república (mayor consumidor de materia 
prima a nivel nacional). Esta última ha sido caracterizada como una Zona de 
Escape al SALB.  Los departamentos del Caquetá, Antioquia, Santander y Meta, 
representan el 72% de la superficie total sembrada en Colombia al primer 
semestre de 2009, es decir, 26.400 hectáreas. (Secretaria Técnica de la Cadena 
de Caucho, 2010). 
2.1.4 Áreas potenciales para el cultivo del caucho en Colombia 
Según estudios de CONIF-MADR existen en Colombia 889.674 hectáreas que 
presentan condiciones favorables para el cultivo del caucho. De estas, 263.174 
tienen restricciones menores de suelos para el establecimiento de plantaciones. 
Adicionalmente, se dispone de 3.964.800 has en zonas con buenas posibilidades 
de escape al SALB con restricciones mayores de suelos, HR 65-70% durante 2 
meses consecutivos. Hay también 8.144.520 hectáreas disponibles para la 
siembra de caucho, consideradas zonas de no escape pero potencialmente 
manejables en caso de mejorar e incorporar tecnologías (CONIF, 1997). 
Sin embargo, a pesar de las condiciones favorables y ventajas comparativas 
naturales y competitivas que tiene para el fomento y desarrollo del cultivo, 
Colombia no es productora de caucho natural. La producción nacional es 
insuficiente para abastecer la demanda interna, por lo cual se considera como un 
país importador neto. De acuerdo con reportes de las Asociaciones Heveícola 
departamentales, para finales de 2008 se produjeron alrededor de 2.869 Ton.de 
caucho seco, sin incluir látex preservado. De otra parte, en la actualidad el 
caucho natural que se produce en el país no cumple con los estándares 
internacionales y las calidades requeridas por los industriales para la producción 
de llantas y/o neumáticos, así como la falencia de un suministro de volumen 
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constante de materia prima para sus procesos de transformación y/o 
manufactura. A pesar de los esfuerzos del Gobierno Nacional, la producción del 
caucho natural en Colombia es aun deficitaria para satisfacer la demanda interna, 
por lo que en el 2007 el país importó 16.895 toneladas únicamente para materia 
prima (www.agronet). Estas incluyen látex caucho natural incluso prevulcanizado, 
laminas ahumadas de caucho natural, TSR, hojas crepé, balata, gutapercha, 
guayule, chicle y gomas naturales análogas, caucho natural reaglomerado y los 
demás caucho naturales en otras formas (Secretaria Técnica de la Cadena, 
2010). 
2.2 Principales enfermedades foliares del cultivo de 
caucho natural 
Las enfermedades bióticas de tipo parasitario son causadas por microorganismos 
patogénicos. Entre las plantas perennes cultivadas en los trópicos, el caucho es 
uno de los más afectados. Los hongos son los principales causantes de 
enfermedades de importancia económica en el cultivo del caucho, mientras que 
los nematodos, algas y virus representan un pequeño porcentaje de 
enfermedades (Gasparotto, 1997). 
Entre las enfermedades foliares más frecuentes que afectan el cultivo del caucho 
se relacionan: Mal Suramericano de las Hojas de Caucho, Caída Anormal de las 
hojas, Mancha Aerolada, Antracnosis y caída secundaria de hojas, Costra Negra, 
Mancha de Periconia, Mancha de Corynespora, Oídio y Mancha de Alternaria. 
Estas son causadas por Microcyclus ulei; Phytophthora capsici, Phytophthora 
palmivora, Phytophthora citrophthora; Thanatephorus cucumeris; Colletotrichum 
gloeosporioides; C. accutatum y C. boninense; Phyllachora huberi y 
Rosenscheldiella sp; Periconia manihoticola; Corynespora cassiicola; Oidium 
heveae y Alternaria sp. respectivamente. 
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2.3 Generalidades del mal suramericano de las hojas de 
caucho 
Esta enfermedad es conocida también como Caída de las hojas o como South 
American Leaf Blight SALB, por sus siglas en ingles. 
La enfermedad es el principal limitante para el establecimiento de cultivos en 
América Central y del Sur, razón por la cual algunos investigadores comparan el 
mal de las hojas del caucho con enfermedades de gran importancia en otros 
cultivos, como es el caso de Hemileia vastatrix en café; y Phytophthora infestans 
en papa (Chee, 1986). 
2.3.1 Agente causal 
El agente causal de esta enfermedad es el hongo Microcyclus ulei,(P. Henn.) v. 
Arx, principalmente durante su fase anamórfica o conidial que se  denomina 
Fusicladium heveae (Shubert, et al., 2003) y con el estado anamórfico-picnidial 
denominado Aposphaeria ulei (P. Henn). (Holliday, 1970). 
2.3.2 Síntomas de la Enfermedad 
Los síntomas de la enfermedad dependen en la mayoría de los casos del estado 
de desarrollo de los foliolos y de la susceptibilidad del clon. En foliolos  jóvenes, 
entre 7 a 10 días de edad, se observan lesiones levemente oscurecidas, 
irregularmente rectangulares o circulares, que provocan deformaciones en los 
limbos. Posteriormente, las lesiones luego presentan tonalidades y aspecto verde 
oliva felposo o ceniza verde felposo u oscuro felposo, especialmente en el envés 
(Figura 2.), resultantes de la esporulación conidial de la primera fase asexual o 
anamórfica de M. ulei. Los foliolos afectados con entre 10 a 12 días de edad 
usualmente caen. Cuando se produce un elevado número de lesiones en el limbo 
de hojas más desarrolladas estas se entrecruzan, apareciendo, en consecuencia, 
un síntoma de quema de los foliolos, que también puede provocar la caída de los 
foliolos (Gasparotto, 1997). 
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En condiciones favorables a la enfermedad y en clones altamente susceptibles, 
infecciones y reinfecciones del patógeno en foliolos jóvenes pueden causar 
defoliaciones sucesivas, ocasionando el secamiento de las partes terminales de 
las ramas y, consecuentemente, muerte descendente de las plantas. En esas 
condiciones, lesiones del patógeno pueden ser observadas en pecíolos, ramas y 
hasta en frutos jóvenes. Los foliolos de clones susceptibles infectados después 
de 12 días de edad hasta el inicio de la maduración no caen prematuramente; las 
lesiones que se forman tienen tamaños más reducidos, son levemente 
hipertrofiados, tendiendo a circulares, de aspecto mordido y presentan poca o 
nula esporulación conidial. 
Los foliolos maduros no son fácilmente infectados por el patógeno. Los foliolos 
con infecciones leves o que fueron infectados después de los 12 días de edad 
hasta el inicio de la maduración permanecen en las plantas y, cuando maduran 
exhiben un síntoma de lija (Figura 3.), especialmente en la superficie superior del 
limbo. La razón de este síntoma es la abundante formación de estromas negros 
dispuestos circularmente. (Gasparotto, 1997). 
 
Figura 2. Síntomas de la enfermedad. Presentando aspecto verde oliva felposo o ceniza. 
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Figura 3. Síntomas de la enfermedad. Presentando estromas negros  o síntoma de lija. 
2.3.3 Ciclo de la Enfermedad 
Estromas negros que contienen ascosporas de reproducción sexual del patógeno 
presentes en las hojas viejas, caídas o aun en la planta constituyen el inóculo 
potencial. Mojados por la lluvia o el rocío, aumenta la tensión interna de los 
ascostromas o pseudotecios que contienen las ascas, conduciendo a la liberación 
de las ascosporas, que son diseminadas por el viento a grandes distancias en 
donde colonizan foliolos nuevos de plantas diferentes. 
En los foliolos nuevos, las ascosporas absorben humedad de la lluvia o del rocío, 
germinan y producen tubos germinativos que más adelante producen apresorios, 
a partir de los cuales se desarrollan hifas infectivas que penetran directamente y 
colonizan los foliolos, independientemente de la existencia de aberturas 
naturales.  
Bajo condiciones favorables para la enfermedad, cinco o seis días después, los 
foliolos infectados muestran lesiones cubiertas de esporulación conidial, que 
corresponde a la primera fase anamórfica (asexual) o conidial del patógeno, la 
cual es más abundante en el envés del foliolo. Los conidios presentes en los 
foliolos, ramas, o peciolos infectados constituyen el inóculo primario. Diseminados 
por el viento o la lluvia infectan otros foliolos ubicados a corta distancia en plantas 
diferentes o de la misma planta. 
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Figura 4. Ciclo de vida de Microcyclus ulei. (Garcia, 2006). 
 
Después de las infecciones primarias ocasionadas por las ascosporas o 
secundarias por conidias, en los foliolos de menos de 12 días de edad, se forman 
numerosas lesiones en el limbo. Después de 30 a 60 días de la infección  se  
empiezan a observar estromas negros que contienen la segunda fase asexual o 
anamórfica picnidial del patógeno y según reportes (Holliday, 1970) estas 
conidias germinan pero no causan infección. 
En los foliolos maduros afectados se observan algunas cavidades estromáticas con 
conidios picnidiales, otras con ascas y ascosporas y otras se encuentran vacías. En 
estas últimas se presume que hubo producción y liberación de esporas. 
2.3.4 Métodos de control 
Cuarentena: evitando que las esporas del hongo Microcyclus ulei, que 
sobreviven cierto tiempo, lleguen a material vegetal de caucho susceptible 
(Gasparotto, 1997). 
Capítulo 3 17
 
Resistencia Genética: la utilización de clones resistentes y productivos es una 
de las medidas más eficientes de control de la enfermedad. La gran mayoría de 
trabajos  de mejoramiento efectuados han sido hechos sin previo conocimiento 
detallado de resistencia de germoplasma y de variabilidad fisiológica del patógeno 
(Gasparotto, 1997). 
Entre el control genético se puede incluir el Injerto de copa, que consiste en La 
incorporación de resistencia mediante la injertación de una copa altamente 
resistente sobre un clon bastante productivo (Gasparotto, 1997). Es una práctica 
de difícil aplicación que toma mucho tiempo por lo delicado del procedimiento, 
que finalmente queda expuesto a la acción del viento. 
Desde siempre se ha considerado que el control genético es la vía más 
prometedora para el futuro del caucho natural en América Latina. Las primeras 
fuentes de resistencia detectadas, provenían de poblaciones salvajes de Hevea 
brasiliensis, que fueron encontradas en la baja y media cuenca del Amazonas, 
que comprende países como Brasil, Perú y Colombia (Holliday, 1970). 
Las dos especies más utilizadas, por su alto nivel de resistencia, son Hevea 
benthamiana y Hevea pauciflora, en especial H. benthamiana, la cual es utilizada 
como padre resistente en la mayoría de los programas de cruzamiento, como en 
el clon F 4542. En cuanto a la especie H. pauciflora, el interés se centra en su 
total resistencia al SALB, pero es una especie no productiva. (Chee et al., 1986) 
Otras especies como H. guianensis, H. microphylla y H. spruceana, han sido 
también utilizadas para la creación de híbridos interespecíficos con H. 
brasiliensis, pero estos híbridos han perdido importancia debido a que no 
presentan características satisfactorias. (Pinheiro y Lubonati, 1971) 
Los cruces con mejores resultados para aumentar la resistencia del género 
Hevea al SALB, han sido los obtenidos como cruces interespecíficos entre H. 
brasiliensis y H. benthamiana (Compagnon, 1998). 
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Áreas de escape: son aquellas áreas geográficas que presentan condiciones 
ambientales desfavorables a M. ulei durante los estados receptivos del 
hospedero, permitiendo el desarrollo y la producción económica de caucho. Se 
considera que, en condiciones de trópico húmedo, una región sería considerada 
área de escape si presenta déficit hídrico anual de 200 a 350 mm durante 4 a 6 
meses, en donde pueden plantarse clones cuya renovación de hojas ocurra en 
ese periodo (Embrapa, 1979). El concepto ha sido desarrollado a partir de que los 
clones seleccionados para producción comercial de caucho se caracterizan por 
un periodo fenológico natural consistente en que una vez al año renuevan la casi 
totalidad de sus hojas. El fenómeno natural de la defoliación y la refoliación se 
haya correlacionado con la condición de sequía que se manifiestan cada año en 
algunas regiones geográficas donde se puede cultivar caucho. La coincidencia de 
una refoliación homogénea y completa de los arboles durante un periodo del año 
donde las condiciones climáticas no son favorables al desarrollo del hongo reduce 
la disponibilidad de patios de infección para el patógeno durante la época de 
lluvias. (Rivano, 1992) 
Control Químico: Hay varios fungicidas útiles para el control de la enfermedad. 
En zonas de ocurrencia severa de la enfermedad, las pulverizaciones usualmente 
deben ser hechas a intervalos semanales en periodos lluviosos y, 
quincenalmente, en periodos secos, práctica que resulta económica solamente 
para la protección de plantas de vivero y jardines clonales. En sitio definitivo, la 
bondad económica del control debe ser evaluado para su aplicación durante el 
periodo de establecimiento (período juvenil de las plantas). 
Generalmente los tratamientos consisten en aspersiones con productos a base de 
Thiofanato metílico, con el fin de eliminar las ascosporas que se encuentran sobre 
las hojas maduras; cinco días después, se recomienda realizar una aplicación a 
base de Benomil, que actúa como anti-esporulante e inhibidor de la germinación 
de los conidios; la siguiente aplicación se recomienda hacerla cuando el 80% de 
las hojas tienen más de 14 días de edad con un producto a base de Thiofanato 
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metílico para impedir el desarrollo de los peritecios. Dependiendo de la intensidad 
de la enfermedad y de la eficacia de las aplicaciones realizadas, se deben repetir 
los diferentes tratamientos (Chee, 1980). 
Tabla 2.Tratamientos Fungicidas contra Microcyclus ulei. 
MODO DE 
APLICACIÓN 
SOPORTE 
SOLUCIÓN 
CANTIDAD=L/Ha
MATERIAS ACTIVAS 
(g/Ha/aplicación) 
Benomil
Thiofanato 
matilico 
Mancozeb
Pulverización 
aérea 
Agua y  
Agua+Aceite 
8 L              
2L +8L 
100 200 
1,600-
2,000 
Termo 
nebulización 
Aceite + 
Diesel 
5 L              
+8L 
300 175-300 700-1,000
 
Fuente: CHEE K.H, 1980.- Management of South American leaf blight. Planter, 56, 314- 
325. 
Biológico: el hongo Dicyma pulvinata parasita lesiones conidiales y estromas de 
M. ulei. También puede ser explorado el control biológico de patógenos por 
mecanismos diferentes al hiperparasitismo, como las micorrizas que aumentan la 
capacidad ecológica de defensa de la planta (Gasparotto, 1997). En condiciones 
controladas, una inoculación de hongos micorrizicos en plántulas de caucho, 
ayudan a estimular el crecimiento de las plantas y aumentan su resistencia a M. 
ulei (Feldmann, 1990).  
2.4 Aspectos generales del hongo Microcyclus ulei, 
agente causal del mal suramericano de las hojas de 
caucho 
2.4.1 Clasificación taxonómica 
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La fase telemórfica  corresponde al Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arxy  su fase 
anamórfica o conidial se  denomina Fusicladium heveae (Shubert, et al., 2003). El 
hongo pertenece a la clase Ascomycete, orden Mycosphaerellaceae. El género 
Microcyclus ha sido incluido en esta familia por Ericsson y Hawksworth (1993), 
quienes lo consideraron parte estromática de la familia Mycosphaerellaceae 
(Dothideales).    
Según la base de datos de taxonomía del NCBI (2009), este patógeno es 
clasificado como: 
Dominio: Eucariota 
Reino: Fungy 
Phylum: Ascomycota 
Subdivisión: Pezizomycotina 
Clase: Dothideomycetes et Chaetothyomycetes incertaesedis 
Familia: Planistromellaceae   Genero: Microcyclus   Especie: ulei 
2.4.2 Distribución geográfica y hospederos 
El hongo M. ulei es endémico en todas las áreas donde las especies de Hevea 
son nativas. Se relata su ocurrencia  desde 18° latitud Norte en México (Martin, 
1948), hasta los 24° latitud sur en el estado de Sao Paulo (Cardoso y Rossetti, 
1964). 
El patógeno fue encontrado en Brasil y Perú, en 1901 (Rands, 1924), en Surinam, 
en 1908 (Bancroft, 1916), en Guyana, en 1907 (Bancroft, 1917), en Trinidad, en 
1915 (Stevenson, 1935), en Colombia y en México, en 1944 (Cook, 1981), y en 
Venezuela y Honduras, en 1952 (Waite y Dunlap, 1952; Standen, 1952). Además 
de esos países, también ya fue registrado en Nicaragua (Langford, 1953), en Haití 
(Compagnon, 1976), en Guyana francesa (Holliday, 1970), en Bolivia (Cook, 
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1981) y en Guatemala (Holliday, 1970). Hasta la presente, el mal suramericano 
de las hojas es reportado como enfermedad exclusiva de las especies del genero 
Hevea, frecuentemente H. brasiliensis y H. benthamiana. 
2.4.3 Características morfológicas de Microcyclus ulei 
El agente etiológico del mal de las hojas fue colectado por primera vez por E. ule 
en árboles silvestres de Hevea sp., en 1900 y 1901, en las márgenes del río 
Jurua, en el estado de Amazonas, y en 1902, en proximidades de Iquitos, Perú 
(Rands, 1924; Holliday, 1970). De ese material, P. Hennings, en 1904, describió 
el estadio telemórfico o ascógeno del hongo, denominado Dothidella ulei  P. 
Henn., y el estadio anamórfico-picnidial (segunda fase asexual del hongo), de 
Aposphaeria ulei  P. Henn. (Holliday, 1970). En 1911, Kuyper encontró el estadio 
anamórfico-conidial (primera fase asexual del hongo) en material procedente de 
Surinam, describiéndolo como Fusicladium macrosporum Kuyper (Bancroft, 1916; 
McRae, 1920; Rands, 1924; Holliday, 1970). Se concluyó que D. ulei, A. ulei y F. 
macrosporum eran formas, fases o estadios del mismo hongo (Holliday, 1970). En 
1962 revisaron la taxonomía del hongo y dedujeron de las características 
morfológicas de las fase telemórfica, que el hongo en cuestión podría ser 
clasificado como perteneciente al género Microcyclus (Holliday, 1970). El nombre 
Microcyclus ulei prevalece sobre Aposphaeria ulei y Fusicladium macrosporum y 
tiene como sinónimo Dothidella ulei (Gasparotto, 1997).  
La primera fase anamórfica, asexual o conidial de M. ulei se expresa en 
formación de conidióforos simples, erectos o geniculados, con una o cuatro 
cicatrices conidiales. Los conidioforos son formados a partir  de tejido estromático 
subepidermal, midiendo hasta 140 x 4-7 μm. Los conidios tienen origen 
poliblástico, son de hialinos a marrón claros, variando de formas, con paredes 
externas lisas o poco verrugosas, bases truncadas, uni o bicelulares (raramente 
tricelulares). Los conídios unicelulares miden 15-43 x 5-9 μm y los bicelulares, 23-
63 x 5-10 μm (Ellis, 1976; Holliday, 1980) (Figura 5.). La segunda fase asexual, o 
anamórfica picnidial, se presenta en cavidades (picnídios), dentro de estromas 
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negros, exoepidermales, carbonosos, los cuales se presentan agregados, 
circularmente o agrupados en montículos, especialmente en la fase superior de 
los foliolos. Los picnidios son ostiolados, miden 120-160 μm de diámetro, 
presentan conidióforos simples o ramificados, surgidos de hifas que componen 
una pared picnidial y producen conídios de manera enteroblastica (Sutton, 1980); 
conídios cilíndricos con extremidades dilatadas, 12-20 x 2-3 μm.La fase 
telemórfica o sexual de M. ulei es producida en ascostromas o pseudotecios 
dentro de estromas epidermales negros que, individualmente, tienen cerca de 
200-250 μm de diámetro, y generalmente son encontrados agregados 
lateralmente, formando círculos o montículos, especialmente en la superficie de 
los foliolos. Esos estromas son negros, carbonosos y tienen paredes externas 
rugosas. Los ascostromas o pseudotecios o cavidades estromáticas tienen 100-
200 μm de diámetro interno y ostiolo papilado. Las ascas son bitunicadas, 
clavadas, 50-80 x 12-16 μm, y portan 8 ascosporas; estas son hialinas, 
bicelulares con suave constricción  en los septos que dividen las ascosporas en 
dos células desiguales; la mayor con porción más afilada y orientada para la base 
del asca. Las ascosporas miden 12-20 x 2-5 μm (Gasparotto, 1997). 
 
 
Figura 5. Estructuras de la fase conidial del hongo, que corresponde a Fusicladium macrosporum. 
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2.4.4 Ciclo de vida de Microcyclus ulei. 
 
 
Figura 6. Ciclo de vida de Microcyclus ulei.  Compagnon, 1998. 
 
2.5 Marcadores moleculares como herramienta para el 
análisis  de la variabilidad genética  
 
2.5.1 Marcadores moleculares 
Un marcador molecular es cualquier fenotipo molecular oriundo de la expresión 
de un gen, como es el caso de las isoenzimas o de segmentos específicos de 
ADN (correspondiente a regiones expresadas o no del genoma) (Ferreira y 
Grattapaglia, 1998). La secuencia de nucleótidos  y la función de un marcador 
molecular pueden ser o no conocidas y por lo general son desconocidas. Cuando 
se verifica su comportamiento de acuerdo a con las leyes básicas de la herencia 
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Mendeliana, se define a un marcador molecular como marcador genético. 
Diversas técnicas de biología molecular están disponibles hoy para la detección 
de la variabilidad genética o del polimorfismo a nivel de ADN. Estas técnicas 
permiten la obtención de un número virtualmente ilimitado de marcadores 
moleculares cubriendo todo el genoma del organismo o microorganismo en 
estudio. 
Se puede considerar que cualquier molécula, orgánica o inorgánica, que sea 
característica de un organismo o proceso sea un marcador. Los marcadores 
idóneos son los de ADN, siendo válido cualquier fragmento que se encuentre muy 
cerca del gen o de la secuencia de interés y que lógicamente no afecte al carácter 
en estudio. Un marcador se refiere a cualquier molécula de proteína, ARN o ADN 
de tamaño o peso molecular conocido que sirve para monitorear o calibrar la 
separación de las mismas utilizando electroforesis o cromatografía, y un 
marcador genético como cualquier gen cuya expresión permite un efecto 
fenotípico que puede ser detectado fácilmente (por ejemplo, un gen que ocasiona 
resistencia para algún antibiótico). (Valadez y Kahl, 2000). 
Los marcadores del ADN se basan fundamentalmente en el análisis de las 
diferencias en pequeñas secuencias del ADN entre individuos. Las técnicas 
empleadas para ello son muy diversas y dan el nombre a los distintos tipos de 
marcadores, los cuales pueden ser de carácter dominante o codominante (Karp y 
Edwards, 1998). 
Algunos ejemplos de ellos son: Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de 
restricción (RFLP), Amplificación aleatoria del ADN polimórfico (RAPD), 
Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP), Microsatélites 
o Secuencias simples repetidas (SSR), Amplificación aleatoria del polimorfismo 
de microsatélites (RAMPO) etc. (Rallo et al.,2002). 
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2.5.2 Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados 
(AFLP) (Amplified Fragment Length Polymorphism). 
 
Desde su desarrollo por Vos et al., en 1995, la técnica de marcadores 
moleculares AFLP (Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados) 
ha sido utilizada de forma creciente con la  finalidad de estudiar diversidad 
mediante el análisis de “fingerprints”, mapeamiento genético localizado y para la 
construcción de mapas genéticos. La técnica tiene amplia utilidad, principalmente 
con especies de plantas cultivadas que presentan una baja tasa de polimorfismo 
en su ADN, es reproducible, rápida y confiable. (Kardolus et al., 1998) 
Autores como Janssen et al., (1997) han usado esta técnica en estudios con 
bacterias, Mueller y Wolfenbarger (1999) con hongos Sánchez et al., (1999) y con 
plantas. 
Entre las técnicas de marcadores moleculares, los AFLPs combinan la 
especificidad de resolución y el poder de la digestión con enzimas de restricción 
con la velocidad y practicidad de detección de los polimorfismos vía PCR. Según 
Vos et al., (1995), los AFLP son una técnica basada en la detección de 
fragmentos de restricción por amplificación de PCR y puede ser usada en ADN 
simples o complejos. Los “fingerprints” son producidos inicialmente con una 
secuencia conocida de prímers genéricos. El número de fragmentos detectados 
en una única reacción  es el resultado de la selección específica del conjunto de 
prímers. 
El primer paso de la técnica AFLP consiste en la obtención del ADN que se 
utilizará para la separación de fragmentos mediante la acción de endonucleasas 
de restricción (EcoRI y MseI). Para tal fin se utiliza el termociclador, los 
adaptadores son ligados a los extremos de los fragmentos de ADN, generando un 
ADN molde para las subsiguientes amplificaciones. Las secuencias de los 
adaptadores y el sitio de restricción sirven como un local de ligación del primer 
para una subsecuente selección de bajo nivel o amplificación “pre-selectiva” de 
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los fragmentos de restricción. Como cada una de las enzimas de restricción 
digerirán la unión fosfodiester en 2 sitios específicos del ADN (TT y GA) en el 
extremo 5’ dejarán  libre las secuencias correspondientes a las cuales se les 
unirá. 
 
El “primer” complementario a la restricción con  MseI ligará donde la secuencia 
complementaria TA en el extremo 3’. De forma semejante, el “primer” 
complementario se ligará donde encuentre una adenina en el extremo 3’ luego de 
la restricción por EcoRI . Solamente aquellos fragmentos genómicos que tengan 
un adaptador en cada extremo amplificará exponencialmente durante la 
amplificación por PCR. En síntesis, para la técnica de AFLP, el ADN es digerido 
con enzimas de restricción como Eco RI y Mse I, ligadas a adaptadores y 
amplificadas mediante PCR utilizando “primers” que contienen las secuencias 
comunes de los adaptadores y de 1 a 3 nucleótidos escogidos arbitrariamente 
como secuencias selectivas (Jhy-Jhu, 1996) Este paso efectivamente “purifica” a 
partir de secuencias que amplifican apenas linealmente, o sea, aquellas con un 
extremo modificado. Amplificaciones adicionales por PCR son hechas para 
reducir la complejidad de polimorfismos de tal modo que pueda ser observada en 
un gel de poliacrilamida. Esas amplificaciones usan primers selectivos escogidos. 
Después de la amplificación por PCR, una porción de cada muestra puede ser 
analizada en un secuenciador de ADN. (Ferro et al., 2009). 
 
Entre las ventajas de los marcadores AFLPs se destaca que el número de 
marcadores simultáneamente analizados en un único gel es más alto que las de 
otros marcadores disponibles, por lo que es mucho más eficiente en muestras 
amplias y simultaneas. Usando AFLP es posible construir un mapa genético con 
aproximadamente 200 a 300 marcadores en apenas 5 a 7 geles de electroforesis 
(McDonald, 1997). Esta técnica también tiene gran poder de detección de 
variabilidad genética que explora simultáneamente el polimorfismo de presencia y 
ausencia de sitios de restricción y presenta mayor robustez cuando se compara 
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con un ensayo de RAPD. Esto se debe básicamente al tamaño de primers más 
largos que son utilizados en la PCR, que aumentan significativamente la 
especificidad de la  amplificación. (McDonald, 1997) 
De igual forma la técnica también presenta algunas limitaciones, como el bajo 
contenido de información genética por locus, debido a que apenas un alelo es 
detectado (fragmento amplificado). La disposición y corrido de los geles la puede 
hacer dispendiosa. Exige una apropiada digestión del ADN, que en caso de no 
alcanzarse, puede inducir a errores en la interpretación de polimorfismo. 
Las desventajas del AFLP respecto al RAPD es que se requiere más experiencia 
en ligación, digestiones con enzimas de restricción y manipulación de geles de 
poliacrilamidas. (McDonald, 1997). 
 
 
Figura 7. Diagrama representando el procedimiento general de la técnica AFLP. (ALLAN and 
MAX, 2010). 
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Para poder discriminar entre todos los fragmentos de restricción que se forman, 
se diseñan los primers de tal manera que incorporen el adaptador de secuencia 
conocida más uno, dos o tres nucleótidos (dejando por fuera al menos una de las 
cuatro posibles: A, G, C o T). La amplificación mediante PCR solo ocurrirá en 
aquellos fragmentos en donde los  primers encuentren las secuencias 
complementarias tanto para el adaptador como para los pares de base 
adicionales. Los pares de bases adicionados actúan como nucleótidos selectivos. 
Si solamente se utiliza uno de estos nucleótidos se amplificarán más fragmentos 
de los que se podrían amplificar si se utilizaran dos nucleótidos. Del mismo modo, 
si se utilizan tres nucleótidos se obtendrían menos fragmentos amplificados. Por 
alguna razón técnica, la adición de más de tres nucleótidos selectivos al primer 
resulta en una amplificación PCR no específica (Karp et al.,1997).  Durante el 
PCR normalmente se realizan dos ciclos térmicos selectivos. En el primero se 
utiliza un único nucleótido selectivo, en el segundo ciclo térmico, se utiliza el 
anterior nucleótido más uno o dos nucleótidos selectivos adicionales. Los 
fragmentos amplificados de esta forma pueden ser luego separados en un gel de 
poliacrilamida mediante electroforesis y los productos de la amplificación pueden 
ser visualizados mediante fluorescencia (Karp et al., 1997). 
Valadez y Kahl (2000) mencionan que los AFLPs surgen a partir de: A) 
Polimorfismos en los sitios de restricción, en donde una secuencia específica 
para el reconocimiento de una endonucleasa de restricción, está presente o 
ausente. B) Polimorfismos en la longitud de la secuencia, donde el número de las 
secuencias repetidas arregladas en serie (“tandem”) tienen sitios variables. C) 
Cambios en los pares de bases de ADN no asociados con sitios de restricción. 
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3. Antecedentes 
3.1 Estudio de diversidad genética de Microcyclus ulei 
 
Razas y grupos fisiológicos de Microcyclus ulei. La existencia de variabilidad 
fisiológica del patógeno ha sido identificada desde 1946, cuando Langford (1961) 
relató la ocurrencia de razas de M. ulei que atacaban clones resistentes como el 
F 409 y el F 1619. El mismo autor, en 1961, observó la ocurrencia de razas que 
atacaban progenies del clon F 4542. 
Langdon (1965), en la universidad de Florida, identificó dos razas de M. ulei 
mediante análisis de patogenicidad. Trabajando con aislamientos de Guatemala y 
Costa Rica, él mismo verificó que los aislamientos de Costa Rica infectaban y 
esporulaban abundantemente en todos los clones con germoplasma de F 4542, 
siendo denominados raza 2; los aislamientos de Guatemala no atacaban  los 
clones con germoplasma F 4542 (excepto al clon IAN 717) y fueron designados 
raza 1. Miller (1966), también en Florida, identificó otras dos razas del hongo, 
designándolas como razas 3 y 4. La raza 3, proveniente de Guatemala y Costa 
Rica, no infectaba progenies de Madre de Dios, pero si lo hacía en progenies del 
clon F 4542. La raza 4, proveniente de Belén, infectaba el clon F 409 y parentales 
de IAN 710 y IAN  713, más no progenies del clon F 4542. Consecuente con ese 
trabajo, Miller (1966) propuso una serie de clones diferenciales para identificación 
de razas fisiológicas de M. ulei. En Brasil, la raza 4 fue separada en 4a, 4b y 4c 
(Sudhevea, 1971). Solo hasta 1980 hubo otra tentativa sistemática para identificar 
nuevas razas de M. ulei. Liyanage y Chee (1980) verificaron que, en Trinidad, 
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muchos clones hasta ese entonces resistentes, se tornaron susceptibles, 
sugiriendo que tal evento podría ocurrir por surgimiento de nuevas razas del 
patógeno. 
Junqueira et al. (1986) estudiaron en Viçosa la reacción de 33 clones de caucho a 
16 aislamientos de M. ulei, provenientes de los estados de Bahía, Espíritu Santo, 
Minas Gerais, Sao Paulo, Mato Grosso, Amazonas, Rondonia, Acre, Amapa y 
Roraima.  Los autores verificaron que un grupo de cinco aislamientos infectaron y 
esporularon abundantemente en todas las progenies de F 4542, y no esporularon 
en FX 985 y MDF 180, en los cuales se observaron únicamente reacciones de 
hipersensibilidad. Otro grupo de aislamientos esporularon abundantemente en la 
mayoría de las progenies de F 4542 y en algunas progenies de H. brasiliensis. Un 
tercer grupo esporuló abundantemente en la mayoría de las progenies de H. 
brasiliensis, inclusive en FX 985 y MDF 180 y en algunas progenies de F 4542. 
Uno de los aislamientos no esporuló en ninguno de los clones evaluados y fue 
considerado avirulento. Según Junqueira et al. (1986), algunos de esos 
aislamientos se comportaron de manera semejante a las razas 1, 2, 3 y 4 
propuestas por Miller en 1966. En todos estos estudios, la variabilidad fisiológica 
o virulencia de un aislamiento ha sido establecida de acuerdo con el tipo de 
respuesta del clon inoculado.  
Chee et al., (1986) trabajaron con discos de hojas de 19 clones inoculados con 26 
aislamientos de M. ulei, procedentes de 12 clones de 7 haciendas situadas en 
cuatro municipios del sur del estado de Bahía y demostraron la existencia de 8 
razas fisiológicas. Las razas 1 y 2 ya habían sido asignadas en América Central, y 
las razas 4, 5 y 6 (previamente denominadas 4a, 4b y 4c) habían sido 
encontradas anteriormente en los estados de Amazonas, Para y Bahía, 
respectivamente. Los autores describen las nuevas razas como 7, 8 y 9 y 
propusieron los clones IAN 710, IAN 717, FX 2261, FX 985, FX 2804 Y FX 25 
como serie clonal para identificación de estas ocho razas. Las razas 2 y 4, 
referenciadas por Chee et al. (1986) y 5 y 6, por Hashim y Almeida (1987), 
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pertenecen, respectivamente, a los grupos I y II descritos por Junqueira et al. 
(1986). 
Todos los estudios realizados indican que el patógeno posee una alta variabilidad 
fisiológica y existen ecotipos y razas ecofisiológicas de M. ulei adaptadas a 
regiones con clima considerado adverso al patógeno. La presencia de la fase 
sexual, en todas las regiones donde se cultiva caucho en América, aumenta la 
posibilidad de recombinación genética que actuaría como fijadora de mutaciones 
ocasionales en la población (Gasparotto, 1997).  
La caracterización de M. ulei, se ha realizado con diferentes técnicas, una de 
ellas es mediante Isoenzimas, que son conocidas también como aloenzimas, son 
el tipo de proteínas más utilizados como marcadores moleculares y son los 
primeros utilizados en genética de plantas. Diferentes individuos en una población 
pueden presentar diferentes formas moleculares de una proteína, esa variabilidad 
en la estructura de las proteínas es producida por factores genéticos o 
epigenéticos (Azofeita, 2006) 
Las isoenzimas fueron inicialmente definidas como formas moleculares múltiples 
de las enzimas que tienen funciones idénticas o similares y están presentes en el 
mismo individuo. Son utilizados como marcadores hereditarios para cuantificar las 
frecuencias alélicas y genotípicas de una población, donde estas frecuencias son 
normalmente los estimadores básicos de la composición genética de una 
población. (Market y Moller, 1959). 
Para el caso de M. ulei, se evaluaron siete (7) aislamientos del hongo, 
seleccionados por sus diferentes niveles de virulencia, utilizando nueve (9) 
isoenzimas diferentes, los resultados permitieron establecer que los aislamientos 
que diferían en virulencia, también lo hacían en los patrones isoenzimaticos, así 
se logró diferenciar tres (3) grupos patogénicos, pero no fue posible diferenciar 
los aislamientos de forma individual (Junqueira et al., 1987). 
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Los microsatélites, que son secuencias altamente variables y dispersas en los 
genomas de los hongos, plantas y animales, las cuales pueden o no estar 
asociadas con genes, son loci altamente variables que pueden estar presentes en 
muchos sitios del genoma (Azofeita, 2006). Son cadenas cortas de nucleótidos (1 
hasta 6) cuya secuencia se repite en una forma variable y están distribuidos a lo 
largo de los genomas  eucariotes, La tasa de mutación de estas regiones esta 
entre 10-2 a 10-6 y se heredan de forma mendeliana codominante, son útiles en el 
estudio de organismos estrechamente relacionados. Éstos pueden ser 
rápidamente analizados usando PCR (Polymerase Chain Reaction) con 
iniciadores específicos de las zonas flanqueantes de la región repetida. Los 
microsatélites han sido encontrados en diversos organismos como: humanos 
(Edwards et a., 1992), ratones (Dietrich et al., 1992), Drosofila (Tautz, 1989), 
vacas y ovejas (Moore et al., 1991), arroz (Temnykh et al., 2000), tomate y trigo 
(Cooke et al., 2003), y más recientemente en hongos como S. cerevisiae (Perez 
et al.,2001 ),C. albicans (Bretagne et al., 1997),M. grisea (Kaye et al., 2003) entre 
otros.  
Los microsatélites también han sido empleados en el intento de determinar la 
variabilidad genética de M. ulei. Se han reportado once (11) juegos de primers 
para la amplificación de microsatelites específicos de este patógeno, los cuales 
fueron diseñados a partir de una librería enriquecida para secuencias repetidas 
de CA Y GA. El total de la población evaluada fue de once (11) aislamientos. Se 
encontró que nueve (9) marcadores presentaron polimorfismo entre los seis 
aislamientos de Brasil y cinco (5) marcadores mostraron polimorfismo entre 
cuatro (4) aislamientos de Guyana Francesa (Le guen et al., 2004). 
Aunque la caracterización se ha realizado incluyendo diferentes marcadores 
moleculares, las isoenzímas y los microsatélites, hasta el momento la variación 
detectada ha sido mínima en los diferentes aislamientos. En Colombia también se 
han utilizado microsatélites (Alfonso et al., 2008), con aislamientos provenientes 
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de la Amazonia y la Orinoquia. Los resultados obtenidos solo han mostrado 
monomorfismo con todos los marcadores. 
Hasta el momento no se habían incluido en el estudio de variabilidad genética de 
M. ulei, marcadores del tipo AFLP, los cuales permiten una evaluación más 
amplia de regiones del genoma y que en casos como el de este patógeno podrían 
llegar a permitir observar alguna diversidad.  
3.2 Aplicaciones de los AFLPs en el estudio de 
diversidad genética de hongos Fitopatógenos 
Actualmente los marcadores moleculares se han constituido en una herramienta 
útil que apoya el estudio de los hongos fitopatógenos y entre estos los AFLPs. 
Uno de estos casos es el estudio realizado sobre la diversidad genética de 
aislamientos de Sclerotinia homoeocarpa procedentes de varias regiones en 
América del Norte. En este estudio se utilizaron sesenta y siete aislamientos de 
S.homoeocarpa, causantes de la enfermedad mancha del dólar en bentgrass 
rastrera, bluegrass anuales, dagrass, y el ryegrass perenne. A partir de colectas 
de 23  campos de golf en varias regiones geográficas de los Estados Unidos y 
Canadá entre 1972 y  2001, se caracterizó la población mediante análisis de 
compatibilidad vegetativa, diversidad genética, y patogenicidad (Viji y Uddin, 
2004). 
Los análisis genéticos  de polimorfismo de longitud de los fragmentos 
amplificados usando (AFLP) mostró la presencia de dos grupos genéticamente 
distintos, designados como el grupo mayor y el grupo menor. El grupo mayor 
incluyó 36  aislamientos reunidos de los diferentes campos de golf en los Estados 
Unidos y Canadá. Dos aislamientos colectados  de ryegrassesen Florida formaron 
un cluster separado, del grupo menor. Los aislamientos que pertenecieron al 
grupo mayor, fueron divididos en dos subgrupos (1 y 2). El subgrupo 1 consistía 
de todos el aislamientos que pertenecían a VCGs A, E, G, H, e. Tres de los cuatro 
aislamientos  que también pertenecían a VCG K también fueron agrupados con 
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aislamientos del subgrupo 1. El subgrupo 2 consistió  de todos los aislamientos 
de VCG B, y uno de cada uno de VCGs F y K. El análisis de patogenicidad 
mostró las diferencias significantes (P = 0.05) en la virulencia entre los  
aislamientos. En conjunto, una relación entre la virulencia y VCGs fue observada, 
ciertos  grupos de virulencia correspondieron a VCGs específico; sin embargo, la 
misma relación no fue observada entre la virulencia y los AFLPs obtenidos. 
Similaridad cercana entre los aislamientos de S. homoeocarpa coleccionados  de 
las diferentes localidades de los Estados Unidos y Canadá sugiere que 
aislamientos del mismo genotipo  podría ser involucrado en las erupciones de 
epidemias de la mancha del dólar en localizaciones múltiples. 
Otro ejemplo de empleo de marcadores AFLPs empleados en diversidad de 
hongos Fitopatógenos es el estudio realizado por Beas et a., 2004. En este 
estudio se trabajó con aislamientos de Macrophomina phaseolina de plantas de 
frijol de tres localidades de Aguascalientes México en el año 2001; con 20 
aislamientos provenientes de diferentes estados (Coahuila, Guerrero, Puebla, 
Sinaloa, Tamaulipas y Veracruz). Teniendo en cuenta la patogenicidad en 12 
variedades de frijol y el genotipo mediante AFLPs, se logró establecer que los 
aislamientos de Aguascalientes fueron menos patogénicos, mientras que los de 
Coahuila, Guerrero, y Sinaloa fueron más agresivos; la disimilaridad genética 
entre aislamientos varió entre 3 a 8.5% y se observaron tres grupos: 1. Guerrero y 
Veracruz; 2. Puebla, Sinaloa y Tamaulipas y 3. Coahuila y Aguascalientes (Beas 
et al., 2004). 
 
 
  
 
4. Materiales y Métodos 
4.1 Ubicación  
 
Los  municipios productores de caucho seleccionados para el presente estudio 
fueron: en el departamento del Meta: Villavicencio, Puerto López y en el 
departamento de Cundinamarca: Paratebueno.  
Este proyecto hace parte del macroproyecto “Caracterización morfológica y 
molecular del hongo M. ulei causante del Mal Suramericano de la Hoja en el 
cultivo de caucho Hevea brasiliensis”. Financiado por el Ministerio de Agricultura y 
Desarrollo Rural. 
El proyecto se realizó en el laboratorio molecular de plantas del Instituto de 
Biotecnología de la Universidad Nacional IBUN en la Universidad Nacional de 
Colombia, sede Bogotá y en el laboratorio de Fitopatología del Centro de 
Investigación la Libertad de la Corporación Colombiana de Investigación 
Agropecuaria CORPOICA.  
 
4.2 Metodología  
Se realizó un estudio de la variabilidad genética, mediante marcadores 
moleculares AFLPs, del hongo Microcyclus ulei, obteniendo aislamientos de las 
diferentes regiones caucheras del país y caracterizados morfológicamente. La 
metodología seguida se encuentra esquematizada a continuación. (Figura 8). 
 
 
36 Análisis de la Variabilidad Genética de Aislamientos de Microcyclus ulei 
provenientes de tres zonas caucheras de los Llanos Orientales, mediante la 
técnica AFLPs
 
Obtención de cepas de Microcyclus ulei 
 
 
 
Estandarización de la técnica de AFLPs  
 
 
 
 
 
1.    Extracción de ADN a partir 
de aislamientos in vitro de 
Microcyclus ulei. 
2. Estandarización de la técnica 
de AFLPs para genotificación 
de aislamientos de Microcyclus 
ulei. 
 
 
 
 
Determinación de la variabilidad genética existente entre los 
diferentes aislamientos de Microcyclus ulei. 
 
Figura 8. Esquema General de la  Metodología. 
 
4.2.1  Obtención de cepas de Microcyclus ulei, provenientes de 
las diferentes regiones caucheras de Colombia. 
 
Las muestras foliares con lesiones de SALB se obtuvieron de diferentes 
plantaciones de caucho natural, ubicadas en los departamentos del Meta (Mavalle 
S.A., CORPOICA - La Libertad) y Cundinamarca (CAUCHOPAR). Los muestreos 
se realizaron en diferentes tiempos, en conformidad con la presencia de la 
enfermedad. El material vegetal fue marcado y guardado en bolsas de papel 
individualmente, luego en bolsas plásticas y en nevera de icopor con hielo, para 
su traslado y procesamiento en el laboratorio utilizando medios de cultivo 
microbiológico. El aislamiento se realizó tomando conidios de una lesión foliar 
individual y re pipeteando un volumen de la solución de Agua Destilada Estéril 
más cloranfenicol en una concentración de 50 ppm. Este volumen de agua es 
descargado sobre el medio de crecimiento que puede ser PDA, Agar Agua o MC 
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(Anexo 1). Las cajas de Petri fueron selladas y llevadas a incubar a una 
temperatura de 25 °C.  
Para la identificación y caracterización morfológica de cada uno de los 
aislamientos de Microcyclus ulei, se establecieron características del aislamiento 
tale como: tipo de micelio, estructuras reproductivas, ausencia o presencia de 
septos, etc. Y con ayuda de las claves taxonómicas establecidas por Junqueira 
1985, se procedió a su identificación. 
4.2.2 Estandarización de la técnica de AFLPs para la 
caracterización de aislamientos de M. ulei provenientes de 
diferentes regiones productoras de caucho natural en Colombia.  
La variabilidad genética de los aislamientos de M ulei, obtenidos e identificados 
previamente se realizó mediante la técnica de AFLPs. Para tal fin se realizó la 
extracción de ADN de cada uno de los aislamientos siguiendo el protocolo que se 
describe a continuación:  
1. Extracción de ADN a partir de aislamientos in vitro de Microcyclus 
ulei. 
El método de extracción utilizado para M ulei es el reportado en: Stirling D. 2004, 
con algunas modificaciones. 
Para la extracción se utilizó el Buffer CTAB que contiene: Tris HCl 0.1 M   pH 8.0, 
CTAB 1%, NaCl 0.7 M, 10 mM de EDTA, 1% de 2-mercaptoethanol, se adicionó 
proteinasa K (bioLine) 5 ul por cada ml de buffer de extracción a una 
concentración de 20 mg/ml. 
Los estromas (estructuras del hongo) fueron macerados con nitrógeno líquido en 
un mortero e inmediatamente se pasaron 0.2 g a un tubo de microcentrífuga de 2 
ml y se adicionaron 700 µl de buffer de extracción CTAB (Tris HCl 0.1 MpH 8.0, 
CTAB 1%, NaCl 0.7 M, 10 mM de EDTA, 1% de 2-mercaptoethanol y proteinasa 
K 0.1 mg/ml), los tubos se incubaron durante una hora a 57 oC con agitación cada 
15 minutos. El ADN fue purificado con dos extracciones con cloroformo alcohol 
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isoamílico, posteriormente precipitado con acetato de sodio 3M e isopropanol 
luego el pellet se lavó con  etanol al 70%, por último el ADN fue suspendido en 
TE con RNAsa. (Anexo 2). El ADN fue evaluado en gel de agarosa al 0.8% y se 
cuantificó por fluorometria con el equipo Qubit Fluorometer y los kits Quant-iT 
dsDNA BR assay y Quant-iT dsDNA HS assay de Invitrogen.  
 
2. Estandarización de la técnica de AFLPs para genotificación de 
aislamientos de Microcyclus ulei. 
La estandarización se realizó a partir de una sub-muestra de la población y se 
hizo de la siguiente forma: 
Se evaluaron 20 combinaciones de iniciadores con una y dos bases de selección, 
10 de los cuales son recomendados para hongos fitopatógenos por el kit de 
AFLPs “analysis system for microorganism” de Invitrogen para microorganismos y 
las otras 10 combinaciones se seleccionaron de acuerdo a los reportados en 
estudios de diversidad reportados para otros hongos fitopatógenos (Laitung et al., 
2004; Viji et al., 2004). (Tabla 3). 
Las veinte combinaciones se evaluaron con nueve aislamientos de M. ulei, con el 
fin de seleccionar por lo menos las cuatro más polimórficas, las cuales se 
utilizarían para evaluar el total de la población de aislamientos. 
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Tabla3. Combinaciones de Iniciadores Evaluados. 
Combinación de primers 
recomendados para hongos 
fitopatógenos por el kit de AFLPs 
analysis system for microorganism 
de Invitrogen para 
microorganismos 
Combinaciones seleccionadas 
de acuerdo a los reportados en 
estudios de diversidad para 
otros hongos fitopatógenos 
(Laitung et al., 2004; Viji et al., 
2004).  
EcoRI-AA/MseI-0 EcoRI–AT /MseI-0 
EcoRI-AA/MseI-A EcoRI–AT /MseI-A 
EcoRI-AA/MseI-C EcoRI–AT /MseI-C 
EcoRI-AA/MseI-G EcoRI–AT /MseI-G 
EcoRI-AC/MseI-0 EcoRI-AT /MseI-T 
EcoRI-AC/MseI-A EcoRI-O / MseI–CA  
EcoRI-AC/MseI-C EcoRI-C / MseI–CC   
EcoRI-AA/MseI-T EcoRI-C / MseI–CA 
EcoRI-AC/ MseI-G EcoRI-O / MseI–CC  
EcoRI-AC/MseI-T EcoRI-AT / MseI–CA  
 
Se siguió la metodología para AFLPs propuesta por Vos et al., 1995 con algunas 
modificaciones particulares para el estudio de M. ulei, las cuales se describen a 
continuación. 
a. Digestión:  
Tabla 4. Condiciones para la reacción de digestión. Vol final: 12.5 μl por muestra. 
Reactivo Concentración Volumen para una muestra 
Buffer React 
10X 1X 1,25 μl 
Ncori 2.5 U 0,5 μl 
MseI 2.5 U 0,5 μl 
ADN 125 ng 5 μl 
Agua HPLC Vol. Final de 12,5 μl 5.25 μl 
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Los tubos con la mezcla se incubaron por dos horas a 37 OC, posteriormente 20 
min a 70 oC para inactivar las enzimas. 
b. Ligación 
Tabla 5.Condiciones para la reacción de ligación para un Vol final de 25 μl por muestra.  
Reactivos Concentración Volumen para una muestra 
Buffer 10x T4 ligasa 1x 2,5 μl 
Adaptador EcoRl 5 uM 0.4 uM 2.0 μl 
Adaptador MseI 50 uM 4 uM 2.0 μl 
T4 ligasa ------ 0.1 μl 
DNA digerido ------ 12.5 μl 
Agua Vol. Final de 25 μl 5.9 μl 
 
En un tubo (eppendorf) de (500μl) para PCR con el ADN digerido se adicionaron 
los otros reactivos descritos en la tabla 4, se incubó durante 2 horas a 20 OC, 
posteriormente se realizó una dilución 2/10 con TE (1 mM de EDTA). 
c. Preamplificación 
Tabla 6.Condiciones para la reacción de preamplificación para un Vol final de 25 μl por 
muestra. 
Reactivos Concentración Volumen por muestra 
Buffer 5x 1x 5 μl 
MgCl2 25 mM 2 uM 2.0 μl 
dNTPs 20 mM 0.2 mM 0.25 μl 
Primer Eco+0 (10 uM) 0.5 uM 1.25 μl 
Primer Mse+0 (10 uM) 0.5 uM 1.25 μl 
Taq DNA polimerasa 2.5 U 0.5 μl 
Templete (dilución de la ------- 5 μl 
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digestión/ligación) 
H20 Vol final de 25 μl 9.75 μl 
 
Tabla 7.Condiciones de tiempo y temperatura utilizados para la PCR en el 
termociclador MyCycler®. 
 
Paso Temperatura Tiempo No de Ciclos 
Denaturación  94 OC 30 seg  
         20 Asociación  56 OC 60 seg 
Extensión 72 OC 60 seg 
 
Se evaluaron 10 μl del preamplificado en gel de agarosa al 1.5% corridos a 5 
v/cm durante 20 min; de acuerdo con la intensidad del barrido observado en el 
gelse realizó ladilución del preamplificado (2/25 para barridos intensos) con TE (1 
mM de EDTA). 
d. Amplificación 
Tabla 8.Condiciones para la reacción de amplificación para un Vol final de 25 μl por 
muestra. 
Reactivos Concentración Volumen por muestra 
Buffer 5x 1x 4 μl 
MgCl2 25 mM 2 mM 1.6 μl 
dNTPs 20 mM 0.2 mM 0.25 μl 
Primer Eco+1 o 2 (20 
uM) 
0.5 mM 0.5 μl 
Primer Mse+2 o 1 (20 
uM) 
0.5 mM 0.5 μl 
Taq DNA polimerasa 1 U 0.2 μl 
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Templete (dilución del 
preamplificado) 
---------- 5 μl 
Agua HPLC Vol final de 20 μl 7.95 μl 
 
Tabla 9.Condiciones de tiempo y temperatura utilizados para la PCR en el 
termociclador MyCycler®. 
 
Paso Temperatura Tiempo No de Ciclos 
Denaturación 94 OC 30 Seg  
1 Asociación 56 OC 30 Seg 
Extensión 72 OC 60 seg 
Denaturación 94 OC 30 Seg  
12 Asociación 65 OC ( ↓ 0.7 
OC cada ciclo) 
30 Seg 
Extensión 48, 50, 51, 53 
y 58 °C 
60 seg 
Denaturación 94 OC 30 Seg  
23 Asociación 56 OC 30 Seg  
Extensión 72 OC 60 seg 
 
Las amplificaciones obtenidas fueron evaluadas en geles de acrilamida al 4% 
corridos en condiciones denaturantes en una cámara Seq-Gen de BioRad, con un 
voltaje de 110 W durante una hora y media en buffer TBE 0.5.(Anexo 3). 
Posteriormente los geles fueron teñidos con nitrato de plata (Anexo 4). 
 
4.2.3 Determinación de la variabilidad genética existente entre los 
diferentes aislamientos de Microcyclus ulei, provenientes de la 
diferentes regiones caucheras de Colombia, mediante 
marcadores moleculares tipo AFLPs. 
Capítulo  43
 
 
Una vez estandarizada la metodología de AFLPs propuesta por Vos (1995) se 
evaluaron los 57 aislamientos de M. ulei provenientes de la Orinoquía y el 
piedemonte llanero (33 de Mavalle, 15 de Paratebueno y 9 de La libertad) 
recolectados entre el 2006 y 2008. Con el objeto de determinar la confiabilidad de 
los resultados obtenidos con la técnica se incluyó una copia del ADN de los 
aislamientos 103 denominada 103A y 200,el cual ha tenido un número mayor de 
repiques in-vitro, denominada 200*. En ausencia de un grupo externo del género 
Microcyclus se utilizó un aislamiento de Aspergillus níger con el fin de evaluar la 
capacidad de discriminación de la técnica. 
Se evaluaron cuatro combinaciones de iniciadores con una y dos bases de 
selección, estas fueron seleccionadas después del análisis con la sub-muestra de 
la población. 
Luego de obtenidos los perfiles electroforéticos para cada combinación de 
primers, estos fueron analizados mediante la elaboración de una matriz de 
presencia (1) ausencia (0). 
 
Posteriormente se realizó un análisis de conglomerados mediante el programa 
InfoGen 2.1 ®, utilizando diferentes matrices de  disimilitud obtenidas  con cuatro 
diferentes coeficientes, que difirieren entre ellos en el peso y los atributos que 
considera para la estimación de disimilaridad entre las entradas, siendo utilizados 
los índices de coeficiente de medida apareamiento simple (Simple Matching), 
coeficiente de Rogers y Tanimoto, coeficiente de Dice y  el índice de Jaccard. 
Cuatro diferentes  métodos de aglomeración fueron evaluados con cada una de 
las matrices obtenidas, Utilizando así los algoritmos de enlace simple o vecino 
más cercano, enlace completo o vecino más lejano, media aritmética no 
ponderada o UPGMA (Unweighted pair-group method using arithmetic averages) 
y Gower. 
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Se seleccionó la combinación de mayor consistencia entre  medida de 
disimilaridad  y métodos de aglomeración, por medio del uso de coeficiente de 
correlación cofenética, que es una medida de ajuste entre los valores de similitud 
del dendograma  y los de la matriz original  de disimilaridad (Milligan, 1980). Este 
coeficiente indica la correlación de las distancias definidas por la métrica de árbol 
binario con las distancias originales entre objetos, así se espera que el 
agrupamiento con mayor coeficiente sea el que mejor describe el agrupamiento 
natural de los datos (Rohlf y Sokal, 1981).   
Un análisis de coordenadas principales fue realizado, con el  fin de facilitar la 
interpretación de los agrupamientos obtenidos (Olmos y Direnzo, 2004). 
Finalmente se aplicó un análisis de frecuencias alélicas tomando como población 
cada una de las localidades de colecta, se efectuó usando el programa GenALEx 
6. 2. (Peakall y Smouse, 2005) 
 
  
 
5. Resultados 
5.1 Resultados 
5.1.1 Aislamientos obtenidos 
Se completaron 57 aislamientos de M. ulei provenientes de la Orinoquía y el 
piedemonte llanero, de los cuales 33 son de la plantación Mavalle S.A. (Puerto 
López), 15 provenientes del jardín clonal de la Asociación de productores y 
transformadores de caucho del municipio de Paratebueno y 9 del Centro de 
Investigación de Corpoica La libertad (Villavicencio). La recolección se realizó 
entre el 2006 y 2008. Los aislamientos se encuentran conservados en medio de 
crecimiento (MC) con presencia de estromas (Figura 9) y de micelio (Figura 10), 
y en incubadora a 24°C. (Figura11). 
 
 
Figura 9. Aislamientos de Mirocyclus ulei, desarrollados en medio MC con presencia de 
estromas. 
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Figura 10. Aislamientos de Mirocyclus ulei, desarrollados en medio MC con presencia de micelio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Aislamientos de Microcyclus ulei: obtenidos en medio MC y conservados a 24°C. 
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Tabla 10. Aislamientos incluidos en el estudio. 
 
NUMERO AISLAMIENTO
FECHA 
AISLAMIENTO HOSPEDERO  REGION  
1 GT1 SIN  REGISTRO  SIN  REGISTRO  PARATEBUENO
2 200 22/05/2007 VIVERO (93) MAVALLE 
3 PB 260  SIN  REGISTRO  SIN  REGISTRO  PARATEBUENO
4 103 25/07/2006  SIN  REGISTRO  MAVALLE 
5 103-A  25/07/2006  SIN  REGISTRO  MAVALLE 
6 14 SIN  REGISTRO  SIN  REGISTRO  LA LIBERTAD 
7 16 SIN  REGISTRO   SIN  REGISTRO  LA LIBERTAD 
8 74 03-Sep-06 SIN  REGISTRO  MAVALLE 
9 85 29/06/2006 SIN  REGISTRO  MAVALLE 
10 206 19/06/2007 VIVERO (93) MAVALLE 
11 213 25/07/2007 GT1 MAVALLE 
12 VM SIN  REGISTRO  SIN  REGISTRO  MAVALLE 
13 17 COR NO ANALIZABLE GT1 LA LIBERTAD 
14 20 COR  SIN  REGISTRO  GT1 LA LIBERTAD 
15 93 19/06/2007 SIN  REGISTRO  MAVALLE 
16 200*(copia 200) 22/05/2007 VIVERO (93) MAVALLE 
17 217 SIN  REGISTRO   SIN  REGISTRO  LA LIBERTAD 
18 19 COR  SIN  REGISTRO  GT1 LA LIBERTAD 
19 21COR SIN  REGISTRO  GT1 LA LIBERTAD 
20 22 COR  SIN  REGISTRO  GT1 LA LIBERTAD 
21 15 ISA SIN  REGISTRO  SIN  REGISTRO  PARATEBUENO
22 17 ISA SIN  REGISTRO  SIN  REGISTRO  PARATEBUENO
23 102 ISA 25/07/2006 SIN  REGISTRO  MAVALLE 
24 215 25/07/2007 VIVERO (93) MAVALLE 
25 217-I 15/05/2008 GT1 LA LIBERTAD  
26 242 07-May-08 GT1 MAVALLE 
27 272 14/08/2008 RRIM 600 PARATEBUENO
28 274 14/08/2008 RRIM 600 PARATEBUENO
29 257 14/08/2008 PB2 60 PARATEBUENO
30 269 14/08/2008 RRIM 600 PARATEBUENO
31 294 29/09/2008 PB2 60 PARATEBUENO
32 299 29/09/2008 PB2 60 PARATEBUENO
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33 CLGT1 10-Jun-08 GT1 LA LIBERTAD 
34 222 7-Apr-2008 PB 260 PARATEBUENO 
35 269-B 14/08/2008 RRIM 600 PARATEBUENO 
36 18 R-3 SIN  REGISTRO  SIN  REGISTRO  LA LIBERTAD 
37 236-B 7-Apr-2008 GT1 PARATEBUENO 
38 247 07-May-08 RRIM 703 MAVALLE 
39 247-A 07-May-08 RRIM 703 MAVALLE 
40 249 -II 07-May-08 RRIM 703 MAVALLE 
41 250-A 07-May-08 RRIM 703 MAVALLE 
42 250-B 07-May-08 RRIM 703 MAVALLE 
43 253- II 07-May-08 RIC 100 MAVALLE 
44 253- III 07-May-08 RIC 100 MAVALLE 
45 257- II 14/08/2008 PB2 60 PARATEBUENO 
46 267 14/08/2008 RRIM 600 PARATEBUENO 
47 I SIN  REGISTRO  SIN  REGISTRO  MAVALLE 
48 67 14/05/2006 GT1 MAVALLE 
49 68-A 14/05/2006 GT1 MAVALLE 
50 71 25/06/2006 SIN  REGISTRO  MAVALLE 
51 95 19/06/2007 SIN  REGISTRO  MAVALLE 
52 203  NO REGISTRA SIN  REGISTRO  MAVALLE 
53 207-A 19/06/2007 VIVERO (93) MAVALLE 
54 208 19/06/2007 SIN  REGISTRO  MAVALLE 
55 M2 05/09/2007 SIN  REGISTRO  MAVALLE 
56 3 Tec  SIN  REGISTRO  SIN  REGISTRO  MAVALLE 
57 J93a 05/09/2007 VIVERO (93) MAVALLE 
58 J93b 05/09/2007 VIVERO (93) MAVALLE 
59 83 SIN  REGISTRO  SIN  REGISTRO  MAVALLE 
60 6 MIC SIN  REGISTRO  SIN  REGISTRO  LA LIBERTAD 
61 12 MIC SIN  REGISTRO  SIN  REGISTRO  LA LIBERTAD 
 
En la tabla anterior se encuentran algunos cuadros SIN REGISTRO, esto debido 
a que en el momento de la toma de la muestra no se contó con la información 
requerida, esto en varias  ocasiones se debió a materiales no marcados en 
campo (viveros y jardines clonales). Los aislamientos que ya existían son los 
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número 1, 6, 7, 13, 14, 18, 19 y 20. Estos aislamientos fueron obtenidos en el C.I. 
La Libertad-CORPOICA. 
 
 
5.1.2 Estandarización de la Técnica  AFLPs, con veinte 
combinaciones en nueve aislamientos de Microcyclus ulei.  
 
1. Estandarización de la extracción de ADN 
 
El ADN obtenido se resuspendió en 200 µl de TE con RNAsa y se incubo una 
hora a 37oC. Finalmente se evalúo en gel de agarosa al 0.8% (Figura 12) y se 
cuantificó por fluorometria con el equipo Qubit Fluorometer y los kits Quant-iT 
dsDNA BR assay y Quant-iT dsDNA HS assay de Invitrogen. Se obtuvieron 
concentraciones de ADN entre 1.4 ng/ µl y 220 ng/µl, estas cantidades son 
suficientes y sin degradación parcial, las cuales son condiciones necesarias para 
aplicar AFLPs. (Tabla 11). 
Tabla 11. Concentraciones de ADN obtenidas con la extracción. 
Aislamiento 
CONCENT
. ADN 
ng/ul 
Aislamient
o 
CONCENT. 
ADN ng/ul Aislamiento 
CONCENT
. ADN 
ng/ul 
Aislamiento 
CONCENT
. ADN 
ng/ul 
1 100 17 100 33 50 49 35 
2 40 18 70 34 40 50 5 
3 50 19 10 35 10 51 10 
4 70 20 10 36 30 52 35 
5 50 21 10 37 40 53 40 
6 120 22 80 38 30 54 0 
7 90 23 5 39 40 55 0 
8 100 24 60 40 40 56 20 
9 100 25 120 41 30 57 30 
10 100 26 40 42 40 58 5 
11 50 27 170 43 40 59 40 
12 70 28 40 44 40 60 10.7 
13 30 29 40 45 40 61 12.3 
14 120 30 80 46 50   
15 10 31 100 47 40   
16 100 32 40 48 30   
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Figura 12. Visualización del ADN obtenido de los aislamientos de M. ulei: 1  al 23. 
Aislamientos de M ulei. 24 ADN λ 50 ng. 25 ADN λ 100 ng.26 ADN λ 150 ng. Gel de agarosa al 
0.8 %, teñido con bromuro de etidio y corrido a 5 v/cm en buffer TBE 0.5X. 
 
2. Estandarización de la Técnica AFLP con veinte combinaciones en nueve 
aislamientos. 
Las 20 combinaciones de iniciadores con una y dos bases de selección se 
evaluaron con nueve aislamientos de M. ulei, con el fin de seleccionar las que 
presentaran mayor polimorfismo. Siguiendo la metodología para AFLPs propuesta 
por Vos et al, 1995 con algunas modificaciones, los resultados se evidenciaron en 
geles de poliacrilamida (Figura 13); una vez analizados los geles se creó la 
matriz para cada una de las combinaciones (Anexo5) y se generaron los 
dendogramas (Anexos del 6 al 21) respectivos también para cada combinación 
(Figura 14). 
En razón a las disparidades observadas con la agrupación por origen y 
procedencia de los aislamientos con la mayoría de las combinaciones, se 
procedió a escoger aquellas que resultaron más apropiadas en la organización de 
los aislamientos. 
 
1     2    3    4     5    6     7     8    9    10  11   12  13   14   15  16  17  18   19   20   21  22  23  24   25  26 
ADN 
ARN 
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Figura13. Visualización de Perfiles electroforéticos: M. marcador Ladder 10pb de Invitrogen®. 1 al 
9. Aislamientos de M ulei.  10. Aislamiento de Aspergillus niger.  Gel de poliacrilamida al 4%, 
teñido con plata. 
 
COMBINACIÓN E-AC/M-C
    M        1         2        3        4        5      6        7        8       9         A 
330 pb
250 pb 
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Figura 14. Dendograma de la combinación EcoRI-AA/MseI-T: corrida con 10 aislamientos (9 de 
M. ulei y 1 de Arabidopsis). 
 
Con la combinación EcoRI-AA/MseI-T se pudo observar similaridad de la 
amplificación en 5 de los 10 aislamientos y la proximidad (<10% de distancia) en 
8 de 9 aislamientos de M. ulei. Nótese que 2 diferentes extracciones del 
aislamiento 10 lo ubican en clades diferentes del dendograma, probablemente  
resultado de diferencias en la calidad del ADN obtenido por el proceso de 
extracción. 
Una vez analizados los resultados obtenidos con estas 20 combinaciones y con 
solo 10 aislamientos (Tablas12 y 13), se determinó que solo cuatro de estas 
veinte combinaciones se utilizarían para evaluar el total de la población. Los 
criterios para la selección fueron: número de Individuos amplificados, número total 
de bandas, número de bandas polimórficas, porcentaje de polimorfismo y facilidad 
de interpretación (lectura) del gel. (Tabla 14). 
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Tabla12. En esta tabla se resumen los resultados de las Combinaciones de oligos 
+1 y +2 recomendadas por Kit AFLP system for microorganism. Evaluadas en 
nueve aislamientos de M. ulei. 
Combinaciones de oligos +1 y +2 recomendadas por Kit AFLP system for 
microorganisms evaluadas en nueve aislamientos de M. ulei. 
Combinación 
de primers 
Individuos 
amplificado
s 
No. Total de 
bandas 
No. 
bandas 
polimórfic
as 
% de 
polimorfis
mo 
Recomenda
ción para el 
estudio de 
M. ulei 
EcoRI-AA / 
MseI-O 3 44 6 13.6% SI 
EcoRI-AA / 
MseI-A 4 
BARRIDO NO 
ANALIZABLE …. ….. NO 
EcoRI-AA 
/MseI-C 4 
BARRIDO NO 
ANALIZABLE ….. ….. NO 
EcoRI-AA 
/MseI-G 3 
BARRIDO NO 
ANALIZABLE ….. ….. NO 
EcoRI-AC / 
MseI-O 5 55 18 32.7% SI 
EcoRI-AC / 
MseI-A 5 48 3 16% SI 
EcoRI-AC / 
MseI-C 4 42 25 59% SI 
EcoRi-AC / 
MseI-T 5 34 4 12% SI 
EcoRI-AC / 
MseI-G 5 35 1 2.8% SI 
EcoRI-AC / 
MseI-T 2 26 0 ….. OPCIONAL 
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Tabla13. Resultados de las combinaciones de oligos +1 y +2 evaluadas en nueve 
aislamientos de M. ulei. 
Combinaciones de oligos +1 y +2 evaluadas en nueve aislamientos de M. 
ulei. 
Combinación de 
primers 
Individuo
s 
amplifica
dos 
No. 
Total 
de 
banda
s 
No. 
bandas 
polimórfi
cas 
% de 
polimorfism
o 
Recomendación 
para el estudio 
de M. ulei 
EcoRI-AT / MseI-
O 9 27 8 29% 
DE DIFICIL 
LECTURA 
EcoRI-AT / MseI-
A 8 31 23 74% FACIL LECTURA  
EcoRI-AT / MseI-
C 9 44 31 70% FACIL LECTURA   
EcoRI-AT / MseI-
G 9 34 30 88% 
DE DIFICIL 
LECTURA 
EcoRI-AT / MseI-T 9 31 23 74% FACIL LECTURA   
EcoRI-O / MseI-
CA  9 76 61 80% 
DE DIFICIL 
LECTURA 
EcoRI-C / MseI-
CC  9 73 64 87%  FACIL LECTURA  
EcoRI-C / MseI-
CA/  9 51 43 84% FACIL LECTURA   
EcoRI-O /  MseI-
CC  9 45 33 73% 
DE DIFICIL 
LECTURA 
EcoRI- AT / MseI-
CA  8 11 9 81% FACIL LECTURA   
 
 
Tabla 14. Combinaciones de primers seleccionadas para evaluar el total de la 
población. 
Combinación de 
primers 
 
No. bandas 
polimórficas 
 
No. Total de 
bandas 
 
% de 
Polimorfismo 
EcoRI-C / MseI-CA 43 51 84 % 
EcoRI-AT/MseI-A 23 31 74% 
EcoRI-AT/MseI-C 44 31 70% 
EcoRI-AT/MseI-CA 9 11 81% 
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5.1.3  Genotipificación de aislamientos de Microcyclus ulei 
mediante AFLPs. 
 
Una vez seleccionadas las cuatro combinaciones de primers que arrojaban más 
polimorfismo, estandarizada la técnica y seleccionados los aislamientos, se 
procedió a evaluar el total de aislamientos de M. ulei con los resultados que se 
presentan a continuación: 
Inicialmente se obtuvieron 4 geles de poliacrilamida (Figura 15), y cuatro matrices 
de presencia- ausencia, los cuales fueron utilizados para los demás análisis. 
 
Se obtuvieron 102 bandas de las cuales 62 fueron polimórficas correspondiente a 
un 60,78% de polimorfismo. La Tabla 15 presenta los resultados obtenidos para 
cada una de las cuatros combinaciones utilizadas. Se encontró que la mayor tasa 
de polimorfismo se obtuvo con las combinaciones EcoRI-AT/MseI-C con un 45%, 
seguido de la combinación MseI-CA/EcoRI-C, con 40%. Sin embargo, la 
información sobre el polimorfismo obtenido fue baja para todos las combinaciones 
y estuvo entre 0.10 a 0.19. 
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Figura 15. Perfiles Electroforéticos, obtenidos con laCombinación EcoRI-AT/MseI-CA, M. 
marcador Ladder 10pb de Invitrogen®. 1 al 59. Aislamientos de M ulei. 60. Aislamiento de 
Aspergillus. Gel de poliacrilamida al 4%teñido con plata. 
 
Tabla 15. Resultados de combinaciones de  AFLPs utilizadas para la evaluación 
de variabilidad de 57aislamientos de Microcyclus  ulei, de tres localidades. 
 
Primer BP BM BT PMF(95) PIC EE AMP 
MseI-CA/EcoRI-C 7 8 15 0,40 0,19 0,05 86,78 
EcoRIAT/MseI-A 18 11 29 0,28 0,11 0,02 62,84 
EcoRI-AT/MseI-C 19 12 31 0,45 0,16 0,02 61,13 
MseI-CA/EcoRI-AT 18 9 27 0,22 0,10 0,02 52,98 
Total 62 40 102    63,23 
     M  1  2   3    4     5    6    7   8    9   10  11 12  13  14 1516 1718  19  20  21 22 23 24 25  26  27  28  29 3031 32  33  34  35 36  37  38  39  40  41  42  43  44 45 46  47  48   49  50  51  52 53  5455 56  57 58  59  60    
330 
250 pb 
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BP: número de bandas polimórficas; BM: número de bandas monomórficas; BT: 
número de bandas totales; PMF (95): proporción de loci polimórficos; PIC: 
contenido de información polimórfica; EE: Error estándar del PIC; AMP: 
porcentaje de amplificación. 
 
La Tabla 16 y la Figura 16, presentan los resultados de análisis de frecuencia 
alélicas obtenidas con cuatro combinaciones usadas para evaluar la diversidad de 
aislamientos de M. ulei obtenidos de tres poblaciones del departamento del 
META. Se observa una baja diversidad entre las poblaciones al igual que al 
interior de las mismas, esto basado en los bajos  índices de heterocigocidad 
media obtenidos. 
 
Se observó que del total de bandas obtenidas existe un 19.2 % de bandas 
exclusivas de las poblaciones, en donde la población de MAVALLE contó con la 
mayor parte bandas exclusivas (tabla 16), de igual forma el mayor polimorfismo 
fue encontrado en esta población.  
 
Tabla 16. Análisis de frecuencias de loci, obtenidos con cuatro combinaciones de 
AFLPs en aislamientos de M. ulei de tres localidades del departamento del META.  
 
Regiones 
Numero 
de bandas 
Numero de 
Bandas privadas 
Porcentaje del 
polimorfismos 
Heterocigotos 
media 
 
La Libertad 
 
81 
 
3 
 
30.4 
 
0.09 
Mavalle 96 17 51 0.11 
Paratebueno 80 3 34.3 0.10 
Promedio   0,103 
Con el programa GenALEX 
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Figura 16. Grafica de patrones de bandas. Obtenidos con cuatro combinaciones de  AFLP en 
aislamientos de M. ulei de tres localidades diferentes, donde la población de MAVALLE cuenta 
con la mayor parte bandas exclusivas 
Mediante el análisis de coeficiente de correlación cofenética presentado en la 
Tabla 17, se determinó que el valor más alto de coeficiente cofenético obtenido 
fue de 0.9048. Este valor sugiere una  menor  distorsión entre los resultados 
obtenidos con el algoritmo UPGMA y los de la matriz de similaridad calculada con 
el índice de Rogers y Tanimoto. Se observó que todos los coeficientes de las 
medidas de similitud presentaron ajustes inferiores a 0.95 (α=0.09 – 0.018) que 
teóricamente menos adecuados (COSME et al., 2004). 
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Tabla 17.Coeficiente de correlación cofenético entre  cuatro índices de disimilitud 
y cuatro métodos aglomeración, derivados de  la información obtenida en la 
caracterización de 57  aislamientos de M. ulei, con cuatros combinaciones de 
AFLP. 
 
Método 
Aglomeración 
 
 
Índices  
Simple 
Matching 
Jaccard Rogers y 
Tanimoto 
Dice 
 
UPGMA 
Vecino más 
próximo 
Vecino más 
lejano 
Gower 
 
0.8943 
0.8985 
0.7747 
0.7057 
 
0.8825 
0.8865 
0.7147 
0.7878 
 
 
0.9048 
0.9006 
0.7754 
0.8258 
 
0.8652
0.8795
0.7154
0.7282
 
La Figura 17 presenta el dendograma de las medidas de disimilitud de los 57 
aislamientos evaluados en este estudio. Se observa que las diferencias entre 
aislamientos no superan 32 % y la ausencia de algún patrón de agrupamiento por 
localidad o paisaje geográfico. Partiendo desde el punto más alejado del origen y 
en dirección a este, se pueden generar evidencia de una posible separación en 
grupos A, B, C y D, realizando las divisiones en 0.20, 0.15 y 0.11 distancia de 
disimilaridad.  
Con el fin de complementar los resultados del agrupamiento se efectuó un 
análisis de coordenadas principales basada en la matriz de similaridad,  buscando 
verificar la validez de los grupos asignados a través de la observación del 
dendograma. Se obtuvo que la información de similaridad de los cincuenta y siete 
aislamientos pueda ser agrupada en tan solo seis coordenadas que agrupan el 
100% de la variabilidad, dentro de las cuales las tres primeras coordenadas 
presentan, 1=39.31; 2= 19.7, con  acumulado 59.01 y 3= 12.58 para un 
acumulado de 71.6 por ciento de la variabilidad. 
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La Figura 18 muestra la representación gráfica de los resultados de las 
coordenadas principales, donde se aprecia que la dispersión de los aislamientos 
presenta tres grupos perfectamente definidos con una disimilaridad máxima de 15 
%, siendo conformados por un 15.8 %, 49.1 % y 15.8 % de los aislamientos, para 
los grupos uno, dos y tres, respectivamente.  Se observa que la dispersión de los 
aislamientos confirma la conformación de tres  grupos y once aislamientos 
separados de los grupos.  
Una alta consistencia se obtuvo en la dispersión de los aislamientos MA 85, PAR 
269b, MA MII, Lib 12 cor, Lib 6 cor MA J93b, MA 3Tec, MA 71 MA 68a y MA 74, 
con mayor divergencia entre la muestra analizada, así como el grupo uno y C, de  
dendrograma y el plano de las coordenadas principales, respectivamente. 
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Figura 17. Dendrograma de disimilaridad genética: (1-S) de aislamientos de M. ulei de tres 
localidades del departamento Meta, usando el algoritmo UPGMA basados en la distancia genética 
calculada con el índice  de Rogers y Tanimoto. Las diferencias entre aislamiento no superan 32 
%. Se puede generar evidencia de una posible separación en grupos A, B, C y D, realizando las 
divisiones en 0.20, 0.15 y 0.11 distancia de disimilaridad. 
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Figura 18. Análisis de coordenadas principales de la similaridad de aislamientos de M. ulei.: 
Representación bidimensional (COOP1=39.31 y COOP2=19.7). 
5.2. Discusión 
Aunque en términos generales la variabilidad observada con el análisis es baja, la 
utilización de los AFLPs permitió dilucidar un mayor nivel de polimorfismo al 
observado con otros marcadores moleculares para la caracterización de la 
diversidad de aislamientos de M. Ulei en Colombia (microsatéliets, p.e.) con 
diferente origen y procedencia. Sin ser aun definitivo y en virtud de las dificultadas 
observadas con la ubicación de algunos amplicones correspondientes a 
aislamientos de origen y procedencia semejantes, los AFLPs permitieron 
identificar bandas privadas que pueden ser de utilidad para la determinación de 
asilamientos en procura de la corroboración de los resultados en un modelo 
biológico en el futuro. Cabe anotar que la presencia de estas bandas fueron 
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encontradas con mayor profusión en las amplificaciones de aislamientos 
procedentes de regiones en donde históricamente se ha cultivado una mayor 
diversidad de clones (Mavalle). 
El análisis por regiones de procedencia de las cepas analizadas, mediante 
frecuencia alélicas obtenidas con cuatro de las combinaciones usadas para 
evaluar la diversidad de aislamientos de M. ulei, se observó una baja variabilidad 
entre las poblaciones al igual que al interior de las mismas, esto basado en los 
bajos  índices de heterocigocidad media obtenidos, también se observó que la 
región Puerto López (Mavalle) contó con el mayor porcentaje de bandas 
exclusivas (Tabla 17), el mayor polimorfismo también fue encontrado en esta 
población. Además de la diversidad de clones de origen de las muestras ahí 
obtenidas, esto puede ser producto del mayor tamaño de muestra de esta 
población frente a la muestra de las dos localidades. 
Se puede inferir del análisis de diversidad, basándose en el resultado de mejor 
ajuste entre el dendrograma y la distancia de Rogers y Tanimoto, que se ha 
presentado una selección en campo derivada de la habilidad de esporulación del 
patógeno sobre los clones de caucho disponibles por lugar de procedencia. En el 
análisis de los resultados se llama la atención a la necesidad de tener en cuenta 
la coincidencia en la ausencia de un locus (relaciones 0;0) y dar un mayor peso a 
los pares no asociados (relaciones 0;1, 1;0) al momento de calcular la similaridad 
o disimilaridad. Esto se ve  plenamente reflejado al observar que las mayores 
distorsiones entre el método de aglomeración y las estimaciones de similitud por 
el índice Dice, que no incluye las coincidencia negativas (0;0) y da el doble de 
peso a asociaciones positivas (1;1), mientras que los demás índices que incluían 
alguna de las demás  consideraciones presentaron mejores ajuste al compararlo 
con las distancias extraídas del dendograma generado con UPGMA. 
La utilización conjunta de diferentes análisis multivariados permite la estructura de 
grupos más robustos, buscando la mejor forma de agrupar la variabilidad de los 
datos, permitiendo una mejor interpretación biológica y o selección para futuros 
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análisis. Similar situación fue presentada por Mattos et al., 2003 al estimar la 
variabilidad de aislamientos de M. ulei por medio de la determinación de razas 
fisiológicas, inoculando 50 aislamientos a 12 clones diferenciales. Los resultados 
obtenidos por él mostraron 36 razas diferentes que no generaron ningún tipo de 
agrupamiento entre ellos. Al usar un análisis de correspondencias se logró 
determinar cuatro grandes grupos de aislamientos que evidenciaron con alta 
fidelidad el origen de la resistencia en que estos aislamientos son capaces de 
prosperar. Este tipo de análisis cobra peso cuando la diversidad es baja, como es 
el caso del presente estudio, ya que se busca poner de manifiesto las diferencias 
entre los perfiles de restricción de los individuos analizados que pueden ser 
producto de mutaciones, inserciones o duplicaciones de fragmentos del genoma.  
Dorothea et al, 1996. 
Los resultados obtenidos en este estudio, difieren de manera inicial de gran forma 
con los otros estudios que evalúan la variabilidad fisiológica de este patógeno por 
medio la estimación de su espectro de virulencia, como  los reportes de Mattos et 
al., 2003 y Junqueira et al., 1986, quienes reportan la alta variabilidad del 
patógeno. 
La aparente baja diversidad obtenida con el análisis de los  cincuenta y siete 
aislamientos incluidos en este estudio debe ser analizada bajo diferentes 
consideraciones, entre las que se resalta el origen de los aislamientos. En área 
de producción en donde predominan 2-3 clones y la toma de muestras sobre 
materiales que mostraban una esporulación abundante puede haber incurrido en 
restricciones sobre la diversidad dela base genética del material analizado en 
este estudio.  
Al revisar en detalle estudios previos de análisis de diversidad de aislamientos de 
M. ulei tanto de tipo fisiológico, Junqueira et al., 1986, Furtado et al., 1995, 
Rivano, 1997 y Mattos et al., 2003, así como de tipo molecular Junqueira et al., 
1987 y Le Guen et al., 2004, con el uso de isoenzimas y microsatélites, 
respectivamente, se observa siempre la discriminación de grupos grandes. Para 
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el caso del análisis isoenzimático este logró discriminar entre grupos patogénicos 
conformado por razas, más no logró discriminar entre razas de un mismo grupo. 
Para el caso del uso de microsatélites se logró establecer las diferencias entre 
aislamientos de diferentes países, mas no se logró diferenciar  aislamientos de un 
mismo país. Así la obtención de tres grupos robustos en este estudio puede verse 
como un buen nivel de discriminación de los aislamientos analizados, pudiendo 
ser utilizado como base para futuras evaluaciones y o caracterizaciones 
biológicas de la colección, en procura de la determinación de niveles de virulencia 
y/o razas fisiológicas de la Orinoquia colombina. 
Los niveles de similaridad obtenidos en este estudio concuerdan con reportes del 
estudio de variabilidad de hongos fitopatógenos con la técnica de AFLPs, tales 
como los estudios realizados por Salgado et al, 2008  con Phytophthora infestans 
al analizar la variabilidad de 26 aislamientos (índices de similaridad superiores a 
0.90). De igual forma Gargouri et al, 2006, evaluando la variabilidad  de 36 
aislamientos de Fusarium pseudograminearum provenientes de cuatro regiones 
geográficas de Túnez con AFLPs, reporta diversidad al interior de las 
poblaciones, aunque limitada para diferenciar entre las regiones, por lo mismo 
concluyendo que la estructura poblacional corresponde a una población única. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
6. Conclusiones y recomendaciones 
El estudio realizado mediante la técnica de AFLPs con 57aislamientos de M. ulei 
correspondientes a aislamientos obtenidos en localidades de los Llanos 
Orientales (Mavalle, Corpoica La Libertad y Paratebueno), mostró que entre la 
población analizada existe una baja diversidad genética. Ello confirmaría los 
resultados preliminares obtenidos por los análisis con microsatélites y se 
explicaría por la utilización predominante de pocos clones (en su mayoría 
susceptibles al patógeno) para el establecimiento de plantaciones en el área, lo 
cual no estaría generando presión sobre las poblaciones del patógeno. En la 
diversidad observada también puede estar incidiendo la contemporaneidad entre 
los aislamientos utilizados entre este y los estudios previos (realizados en un 
transcurso menor a tres años).   
Si bien la diversidad encontrada entre las poblaciones del patógeno analizadas 
fue baja, la utilización de la técnica de AFLPs permitió encontrar un nivel de 
polimorfismo superior al observado con los análisis precedentes. Tal es el caso, 
en particular, con la identificación de bandas privadas en las amplificaciones de 
aislamientos procedentes de las áreas con mayor tradición de cultivo y diversidad 
de clones. En consecuencia, con la realización del presente estudio se confirma 
que la técnica de AFLPs puede ser convenientemente aplicada para la estimación 
de diversidad genética de un grupo de aislamientos y dilucidar la estructura 
poblacional de hongos fitopatógenos, como en el caso de M. ulei. 
Pareciera que el análisis se hace más eficiente si en su cálculo se pondera con 
un mayor peso los pares no asociados entre los loci detectados. Adicionalmente, 
la disponibilidad de ADN de buena calidad proveniente de un número mayor de 
aislamientos con diferente origen y procedencia, pre-seleccionados por su 
68 Análisis de la Variabilidad Genética de Aislamientos de Microcyclus ulei 
provenientes de tres zonas caucheras de los Llanos Orientales, mediante la 
técnica AFLPs
 
habilidad patogénica (virulencia y severidad) en el campo, permitirían una mejor 
resolución en la diferenciación al interior de grupo de individuos analizados y 
expresarían mejor el nivel de adaptación del patógeno a las condiciones 
ambientales. 
Habida cuenta que el análisis estadístico permitió diferenciar tres grupos dentro 
de la colección, la cual estaría compuesta por un primer grupo de 12 
aislamientos, heterogéneo a su interior y que se separa de los demás 
aislamientos a una distancia de disimilaridad de 0.20, un segundo grupo de 9 
aislamientos que se separa del primero a un distancia de 0.14 y un tercer grupo 
de 38 aislamientos que  se separa a una distancia 0.11, es permisible asumir que 
la población podría contener por lo menos la división en dos grupo a su interior. 
Aunque el patrón de agrupamiento obtenido no coincide con la procedencia, ni  
presenta asociación con el origen de donde se obtuvo el inóculo estos resultados 
podrían ser utilizados para la selección preliminar de aislamientos con destino a la 
elaboración de un modelo biológico que permita confirmar la diversidad 
encontrada, mediante análisis de virulencia en ensayos de patogenicidad más 
elaborados. 
Este trabajo se constituye en el primero en el mundo en evaluar poblaciones de 
M. ulei mediante la técnica de AFLPs con aislamientos de localidades cercanas 
recolectadas durante varios años, contribuyendo al conocimiento de la dinámica 
de este patógeno en plantaciones de caucho natural en zonas consideradas 
como restrictivas para su desarrollo. 
 
 
 
 
 
 
  
 
Anexos:  
ANEXO 1 
PREPARACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO  
 
MEDIO 
COMPONENTES POR LITRO   
PAPA SACAROSA NEOPEPTONA KH2PO4 MgSO4 
7H2O 
AMINOACIDOS 
Aa 
CLORANFENICOL AGAR
PDA 
250 
gr 
10 gr * * * * 50 ppm 17.5
M4 
250 
gr 
10 gr 6 gr 2 gr 1 gr 
Lisina 10 mg 
 
50 ppm 17.5
Triptofano 
0.25 mg 
Treonina 0.25 
mg 
M3 * 10 gr 6 gr 2 gr * 
Lisina 10 mg 
 
50 ppm 17.5
Triptofano 
0.25 mg 
Treonina 0.25 
mg 
MC 
250 
gr 
10 gr * 2 gr * 
Lisina 10 mg 
 
50 ppm 17.5
Triptofano 
0.25 mg 
Treonina 0.25 
mg 
* Componente ausente  en el medio de cultivo. Aplicar aa después de autoclavar, pH 5.0 +o-1. 
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ANEXO 2 
Metodología de Extracción de ADN de Microcyclus ulei 
Stirling D. 2004 DNA extraction from fungi, yeast and bacteria. In PCR protocols 
Second Edition for Bartlett J. M. Serie Method Molecular Biology. Vol 226. Ed. 
Humana press. Pag 53-54. Con algunas modificaciones para M. ulei. 
 
Buffer de extracción CTAB: 
Tris HCl 0.1 MpH 8.0 
CTAB 1%  
NaCl 0.7 M 
10 mM de EDTA  
1% de 2-mercaptoethanol 
Adicionar proteinasa K antes de usara una concentración final de 0.1 mg/ml 
 
1. Macerar estromas con esporulación obtenidos en medio sólido MC (entre uno 
y dos meses después de haberse repicado)en mortero con nitrógeno líquido, 
colocar 0.2 g del macerado en tubo eppendorf de 2 ml y adicionar 700 ul de 
buffer de extracción CTAB previamente calentado a 57 ºC. 
2. Mezclar vigorosamente con ayuda de vortex e incubar por 1 hora a 57 oC 
mezclando cada 15 minutos.  
3. Adicionar un volumen de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1) 
4. Mezclar por inversión durante 20 minutos y centrifugar por 20 minutos a 13000 
g a temperatura ambiente. 
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5. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo de 1.5 ml. 
6. Adicionar Acetato de sodio 3 M en un volumen que corresponda a la décima 
parte del volumen total de la fase acuosa y mezclar. 
7. Adicionar un volumen de isopropanol, mezclar por inversión e incubar a –20 
ºC. durante toda la noche. 
8. Centrifugar a 13.000 g a durante 20 minutos y 4 ºC 
9. Descartar el sobrenadante y lavar el pelletcon 500 µl de etanol al 70%. 
10. Centrifugar a 6.000 g durante 5 minutos y descartar el sobrenadante (repetir el 
lavado con 500 µl de etanol al 70% adicionales. 
11.  dejar evaporar el exceso de etanol a 37ºC por 15 minutos. 
12. Resuspender el pellet con 200 µl de TE con 20 µg/ml de RNAsa e incubar a 
37ºC por una hora. 
13. Evaluar en gel de agarosa al 0.8 % teñido con SBr safe de invitrogen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO 3 
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Preparación del gel de acrilamida al 8% 
 
Relación 19:1 acrilamida:bisacrilamida 
Urea 5 M 
Preparación 2 litros 
Acrilamida152g 
Bis-acrilamida8 g 
Urea600.6 g  
TBE 10X100 ml 
Agua bidestilada Cantidad suficiente para completar 2 litros de solución 
La solución se filtra por una membrana de 0.45 m utilizando bomba de vacío. 
Para 120 ml de solución de acrilamida se adiciona: 
500 l de una solución de persulfato de amonio (PSA) 10 % p/v. 
100 l de TEMED. 
Inmediatamente se vierte la solución en la cámara de secuenciación(previamente 
tratada, ver luego) con ayuda de una jeringa de 150 ml y una manguera de4 ml de 
luz. Se deja polimerizar mínimo durante 90 minutos. 
 
 
Tratamiento de la cámara y el vidrio 
Anexos 73
 
Antes de verter la solución de acrilamida debe tratarse tanto la cámara como el 
vidrio que sirve de soporte a la acrilamida para obtener un gel óptimo. 
Se deben lavar tanto la cámara como el vidrio con jabón líquido con ayuda de una 
de una gaza (no utilizar esponjas ya que rayan las superficies del equipo), retirar 
con agua completamente el jabón y dejar secar. 
 Tratamiento de la cámara 
1. Con ayuda de una servilleta de papel retirar el agua que queda. 
2. Limpiar tres veces la superficie del vidrio con etanol al 95% con ayuda de una 
toalla de papel, dejar evaporar los restos de etanol. 
3. Adicionar sobre la cámara 900 l de Repel-silane y esparcirlo 
homogéneamente sobre la superficie con ayuda de una toalla de papel 
4. Retirar el exceso pasando un paño suavemente por toda la superficie. 
 Tratamiento del vidrio 
1. Con ayuda de una servilleta de papel retirar el agua que queda. 
2. Limpiar tres veces la superficie del vidrio con etanol al 95% con ayuda de una 
toalla de papel, dejar evaporar los restos de etanol. 
3. Adicionar sobre el vidrio 1 ml de una solución (etanol 95%: ácido acético 
glacial: bind-silane1:ml:5 l:3l, adicionar los 3 l de bind-silane inmediatamente 
antes de colocar la solución sobre el vidrio) con ayuda de una toalla de papel, 
esparcir la solución homogéneamente en todo el vidrio, dejar secar. 
4. Retirar el exceso de Bind-silane humedeciendo una toalla de papel con etanol 
al 95% y pasarlo suavemente sobre el vidrio. 
 
Nota: Cambiar de guantes después de haber tratado la cámara, ya que al 
contaminar el vidrio con repel-silane la acrilamida no se va a fijar adecuadamente 
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sobre el vidrio oal contaminar la cámara con bind-silane el gel se fijara sobre esta 
y no sobre el vidrio.  
Precorrido de la cámara 
Una vez polimerizada la acrilamida armar la cámara de electroforesis (ver 
instructivo Código: BMP-02), adicionar buffer carga denaturante en algunos pozos 
para verificar que haya quedado polimerizado adecuadamente el gel, poner a 
correr a 120 W hasta que la cámara alcance la temperatura de 55 °C, 
inmediatamente parar el precorrido y sembrar las muestras a evaluar previamente 
denaturadas. 
Buffer carga denaturante 
Formamida 95 % p/v 
EDTA20 mM 
Azul de bromofenol0.05% p/v 
Xilene cyanol0.05% p/v 
Para deionizar: 
5 g de resina amberlita por cada 100 ml de formamida. 
A los 25 l de amplificado se le adicionan 6 l de buffer carga denaturante y se 
lleva a 94 °C durante 2 minutos para ayudar a denaturar el ADN,inmediatamente 
se pasa la placa o tubo de PCR a un baño de agua hielo, posteriormente se 
toman 4 lcon micropipeta y se cargan en el gel de acrilamida. 
 
ANEXO 4 
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Soluciones de tinción con plata 
 
1. Solución fijadora           Volumen final de3500 ml  
(Solución de ácido ascético glacial 10% v/v)   
ácido ascético glacial350 ml  
agua bidestilada3150 ml  
 
Usar máximo 10 veces 
2. Solución de tinción 
Nitrato de plata (AgNO3)10 % p/v3.5 g 
Solución de formaldehído al 37% v/v 4.5 ml 
Agua bidestilada volumen para completar  3500 ml  
 
 Usar máximo 10 veces 
3. Solución de revelado  
Carbonato de sodio (Na2CO3)         105 g 
Solución de formaldehído al 37 % v/v4.5 ml 
Tiosulfato de sodio650 l 
Agua bidestilada volumen para completar 3500 ml. 
 
Enfriar la solución entre 15 y 17 oC antes de usar  
La solución se usa máximo 4 veces. 
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4. Solución stop 
(Solución de ácido ascético glacial 10% v/v) 
ácido ascético glacial350 ml  
agua bidestilada3150 ml  
Usar máximo 10 veces 
Pasos               Solución                                      Tiempo  
A                        Fijadora                                      30 minutos 
B      H20 deionizada 3 veces por                       2 minutos c/u 
C                         Tinción                                       30 minutos 
D                   H20 deionizada                                10 segundos  
(paso crítico/ no pasar del tiempo) 
E                        Revelador                                  2 a 5 minutos 
F                          Stop                                           5 minutos 
G                   H20 deionizada                                 3 minutos 
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ANEXO 5 
 
MATRIZ    DE PRESENCIA (1) AUSENCIA (0) PARA LA COMBINACIÓN 
EcoRI-AA/MseIT   
1 36 10   
  4 7 10 12 13 14 15 16 10 C 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
2 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
3 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
5 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
14 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
15 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
17 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
19 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0 
20 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
21 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 
22 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 
23 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 
24 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 
25 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 
26 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 
27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
28 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 
29 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 
30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
31 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 
32 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 
33 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 
34 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
35 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
36 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
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MATRIZ    DE PRESENCIA (1) AUSENCIA (0) PARA LA COMBINACIÓN 
EcoRI-AC/MseIA   
 
1 61 6 
13 14 15 16 10 C 
1 1 1 1 1 1 1 
2 1 1 1 1 1 0 
3 1 1 1 1 1 0 
4 1 1 1 1 1 0 
5 1 1 1 1 1 0 
6 1 1 1 1 1 0 
7 1 1 1 1 1 0 
8 1 0 0 1 1 1 
9 1 1 1 1 1 0 
10 1 1 1 1 1 0 
11 1 1 0 1 1 0 
12 0 0 0 1 0 1 
13 0 0 0 1 1 0 
14 0 0 0 0 0 1 
15 1 1 1 1 1 1 
16 1 1 1 1 1 1 
17 0 1 1 1 1 1 
18 0 1 1 1 1 1 
19 1 1 1 1 1 0 
20 0 0 0 0 0 1 
21 0 0 1 0 1 1 
22 0 0 0 0 0 1 
23 0 1 0 0 0 1 
24 0 0 0 1 0 1 
25 0 1 1 1 1 1 
26 0 0 0 0 0 1 
27 0 0 1 1 1 1 
28 0 0 0 1 0 1 
29 0 0 0 1 0 1 
30 0 0 1 0 1 1 
31 0 1 1 1 1 1 
32 0 0 0 0 0 1 
33 0 0 0 0 0 1 
34 0 0 0 0 0 1 
35 1 1 1 1 1 1 
36 0 0 0 1 1 1 
37 1 1 1 1 1 0 
38 1 1 1 1 1 0 
39 0 1 1 0 1 1 
40 1 1 1 1 1 1 
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41 0 0 0 0 0 1 
42 0 1 1 1 1 1 
43 1 1 0 1 1 1 
44 1 1 1 1 1 1 
45 0 0 1 0 1 1 
46 1 1 1 1 1 0 
47 0 0 0 0 0 1 
48 0 0 1 0 0 1 
49 0 0 1 1 1 1 
50 1 1 1 0 1 1 
51 1 1 1 1 1 0 
52 0 0 0 0 0 1 
53 1 1 1 1 1 1 
54 1 1 1 1 1 0 
55 0 1 1 1 1 1 
56 1 1 1 1 1 1 
57 0 0 0 1 0 1 
58 1 1 1 1 1 1 
59 1 1 1 1 1 1 
60 1 1 1 1 1 1 
61 1 1 1 1 1 1 
 
 
MATRIZ    DE PRESENCIA (1) AUSENCIA (0) PARA LA COMBINACIÓN 
EcoRI-AC/MseIC 
   
1 45 10   
  4 7 10 12 13 14 15 16 10 C 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
7 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
10 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
11 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
13 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
15 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 
16 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 
17 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 
18 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 
19 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 
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20 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 
21 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 
22 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 
23 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 
24 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 
25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
26 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 
27 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
28 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
29 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 
30 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 
31 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
32 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
33 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
34 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
35 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 
36 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
37 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
38 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
39 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
40 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
41 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 
42 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
43 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
44 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 
45 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 
 
MATRIZ    DE PRESENCIA (1) AUSENCIA (0) PARA LA COMBINACIÓN 
EcoRI-AC/MseIG 
1 32 10 
4 7 10 12 13 14 15 16 10 C 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
3 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
6 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 
7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
8 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
9 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
14 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
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15 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
17 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 
18 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
19 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 
20 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
21 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 
22 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 
23 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
24 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 
25 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
26 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 
27 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
28 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
29 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
30 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
31 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
32 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
 
MATRIZ    DE PRESENCIA (1) AUSENCIA (0) PARA LA COMBINACIÓN 
EcoRI-AC/MseIO 
 
1 90 10 
4 7 10 12 13 14 15 16 10* C 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
4 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1
5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
14 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
15 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
16 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0
17 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
18 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
19 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
21 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
22 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
24 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
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25 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 
26 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
28 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 
29 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
30 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 
31 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 
32 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
33 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 
34 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
35 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
36 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
37 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 
38 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
39 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
40 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0 
41 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 
42 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 
43 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 
44 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
45 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
46 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
47 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 
48 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
49 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
50 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
51 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
52 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
53 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 
54 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 
55 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 
56 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
57 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
58 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 
59 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 
60 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
61 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
62 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
63 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
64 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 
65 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 
66 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 
67 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
68 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 
69 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 
70 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 
71 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
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72 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
73 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
74 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0
75 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0
76 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0
77 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0
78 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
79 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1
80 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0
81 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0
82 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0
83 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
84 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0
85 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0
86 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0
87 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0
88 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
89 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
90 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
 
MATRIZ    DE PRESENCIA (1) AUSENCIA (0) PARA LA COMBINACIÓN 
EcoRI-AC/MseIT 
1 62 10                 
  4 7 10 12 13 14 15 16 10 C 
1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 
2 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
3 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
4 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 
5 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
11 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 
12 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
14 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 
15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
16 0 1 1 0 0 0 1 0 1 0 
17 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 
18 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 
19 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
22 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 
23 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
24 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 
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25 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 
26 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 
27 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
28 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
29 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
30 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 
31 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 
32 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 
33 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
34 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 
35 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 
36 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 
37 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 
38 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1 
39 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 
40 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 
41 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
42 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
43 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 
44 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
45 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
46 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 
47 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 
48 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 
49 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
50 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 
51 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
52 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
53 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 
54 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
55 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
56 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 
57 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
58 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
59 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1 
60 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 
61 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
62 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
 
MATRIZ    DE PRESENCIA (1) AUSENCIA (0) PARA LA COMBINACIÓN 
EcoRI-AT/MseIA 
 
1 35 10 
  4 7 10 12 13 15 16 10 C 
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1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 
2 1 0 0 0 1 1 1 0 1 
3 1 0 1 1 1 1 1 1 1 
4 1 0 1 1 1 1 1 0 0 
5 1 1 1 1 0 1 1 1 0 
6 1 1 1 1 0 0 1 1 0 
7 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
8 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
9 1 0 1 1 1 1 1 1 0 
10 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
11 1 0 1 1 1 1 1 1 0 
12 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
13 1 0 1 1 1 1 1 1 0 
14 1 1 1 1 1 0 0 1 0 
15 1 1 1 1 0 1 1 1 0 
16 1 1 1 1 0 0 1 1 0 
17 1 0 1 1 1 1 1 0 0 
18 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
19 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
20 1 1 1 1 1 0 1 1 0 
21 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
22 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
23 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
24 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
25 1 1 1 1 0 0 0 1 1 
26 1 1 1 1 1 0 1 1 0 
27 1 1 1 1 1 0 0 1 0 
28 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
29 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
30 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
31 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
32 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
33 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
34 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
35 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
 
MATRIZ    DE PRESENCIA (1) AUSENCIA (0) PARA LA COMBINACIÓN 
EcoRI-AT/MseIC 
1 46 10 
  4 7 10 12 13 14 15 16 10 C 
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
4 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
5 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
7 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 
8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
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9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
10 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 
11 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
14 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
15 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
18 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
19 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
20 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
21 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 
22 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
23 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
24 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 
25 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
26 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
28 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 
29 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 
30 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 
31 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 
32 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 
33 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 
34 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 
35 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 
36 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 
37 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 
38 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
39 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
41 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 
42 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 
43 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 
44 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
45 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
46 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
 
MATRIZ    DE PRESENCIA (1) AUSENCIA (0) PARA LA COMBINACIÓN 
EcoRI-AT/MseIG 
1 53 10 
4 7 10 12 13 14 15 16 10 C 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
2 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
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3 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
4 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 
5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
6 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
7 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
8 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
9 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
11 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 
12 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
13 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
15 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
16 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 
17 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 
18 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 
19 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 
20 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 
21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
22 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 
23 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
26 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
27 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 
28 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 
29 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
32 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 
33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
34 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 
35 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
36 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 
37 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
38 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 
39 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
40 1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 
41 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
42 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
43 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
44 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 
45 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
46 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 
47 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 
48 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 
49 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 
50 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
51 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
52 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 
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53 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 
 
 
 
MATRIZ    DE PRESENCIA (1) AUSENCIA (0) PARA LA COMBINACIÓN 
EcoRI-AT/MseIO 
1 46 10 
4 7 10 12 13 14 15 16 10 C 
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
3 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 
4 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
5 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 
6 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
7 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 
8 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 
9 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 
10 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
11 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
14 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
15 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
17 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 
18 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
19 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 
20 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 
21 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 
22 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
25 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 
26 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
27 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 
28 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 
29 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
30 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 
31 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
32 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 
33 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
34 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
35 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
36 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
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37 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
38 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
39 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 
40 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
41 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
42 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
43 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
44 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
45 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
46 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
 
MATRIZ    DE PRESENCIA (1) AUSENCIA (0) PARA LA COMBINACIÓN 
EcoRI-AT/MseIT 
1 46 10 
4 7 10 12 13 14 15 16 10* C 
1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
2 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
3 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
4 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
8 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
9 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
12 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 
13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
14 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 
15 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
16 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 
17 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 
18 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 
19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
20 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
22 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
23 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
24 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
25 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
26 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 
27 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 
28 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
29 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
30 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 
31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
32 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 
33 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 
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34 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
35 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
36 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 
37 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 
38 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 
39 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
40 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
41 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 
42 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 
43 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 
44 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 
45 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
46 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
 
MATRIZ    DE PRESENCIA (1) AUSENCIA (0) PARA LA COMBINACIÓN 
EcoRI-AT/MseICA 
1 76 10 
4 7 10 12 13 14 15 10 C 
6 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
11 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
12 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
13 1 0 1 1 1 1 1 1 0 
14 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
15 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
16 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
17 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
18 1 1 1 1 1 0 0 1 0 
19 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
20 1 0 1 1 1 1 1 1 1
21 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
22 1 0 1 1 1 1 1 0 1 
23 1 0 1 1 1 1 1 1 1 
24 1 0 1 1 1 1 1 0 1 
25 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
26 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
27 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
28 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
29 0 0 0 1 0 0 0 0 1 
30 0 0 0 0 0 0 0 1 1 
31 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
32 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
33 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
34 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
35 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
36 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
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37 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
38 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
39 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
40 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
41 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
42 1 1 1 1 0 0 1 1 0 
43 1 1 1 1 0 0 1 1 0 
44 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
45 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
46 0 1 1 1 0 0 1 1 1 
47 0 1 1 1 0 0 0 1 0 
48 0 0 1 0 0 0 0 1 0 
49 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
50 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
51 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
52 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
53 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
54 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
55 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
56 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
57 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
58 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
59 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
60 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
61 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
62 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
63 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
64 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
65 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
66 1 1 1 1 1 0 1 1 0 
67 0 1 1 0 1 0 0 0 1 
68 0 1 1 0 1 0 0 0 0 
69 1 1 0 1 0 0 0 1 0 
70 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
71 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
72 0 0 1 0 0 0 0 1 0 
73 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
74 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
75 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
76 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
MATRIZ    DE PRESENCIA (1) AUSENCIA (0) PARA LA COMBINACIÓN 
EcoRI-C/MseICA 
1 42 10 
4 7 10 12 13 14 15 16 10 C 
1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
3 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
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4 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 
5 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 
6 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
7 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 
8 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
9 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
10 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
11 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
12 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
13 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
14 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
15 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
17 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 
18 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 
19 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 
20 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
21 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 
22 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 
23 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
24 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 
25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
26 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
27 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
28 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
29 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
30 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
32 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 
33 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 
34 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
35 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 
36 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 
37 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
38 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 
39 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
41 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 
42 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
43 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
44 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 
45 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
46 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 
47 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
48 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
49 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
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51 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
52 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
53 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
54 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
55 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
56 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 
57 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
58 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
59 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
60 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
61 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
62 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
63 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
64 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
65 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
66 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
67 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 
68 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
69 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 
70 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
71 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
72 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 
73 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 
74 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
75 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 
76 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 
77 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 
78 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
79 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 
80 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 
81 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 
82 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 
83 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 
84 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
85 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
86 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 
87 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
88 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
89 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
 
MATRIZ    DE PRESENCIA (1) AUSENCIA (0) PARA LA COMBINACIÓN 
EcoRI-O/MseICA 
1 96 10 
4 7 10 12 13 14 15 16 10 C 
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
2 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
3 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
4 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 
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5 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 
6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
7 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 
8 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 
9 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
10 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 
11 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 
12 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
13 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
14 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
15 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
16 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
17 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
18 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
19 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 
20 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 
21 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
22 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
23 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
24 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 
25 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 
26 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
27 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
28 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
29 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 
30 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
31 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 
32 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 
33 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 
34 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
35 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
36 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
37 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
38 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
39 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
40 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
41 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 
42 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 
43 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
44 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
45 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
46 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
47 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
48 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 
49 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 
50 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 
51 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
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52 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 
53 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
54 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
55 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
56 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
57 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 
58 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 
59 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 
60 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 
61 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 
62 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 
63 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
64 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 
65 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
66 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
67 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
68 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
69 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
70 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
71 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
72 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
73 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
74 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 
75 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
76 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 
77 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 
78 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 
79 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
80 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 
81 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 
82 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 
83 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 
84 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 
85 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
86 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
87 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
88 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
89 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
90 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
91 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 
92 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 
93 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
94 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
95 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 
96 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 
 
MATRIZ    DE PRESENCIA (1) AUSENCIA (0) PARA LA COMBINACIÓN 
EcoRI-C/MseICC 
96 Análisis de la Variabilidad Genética de Aislamientos de Microcyclus ulei 
provenientes de tres zonas caucheras de los Llanos Orientales, mediante la 
técnica AFLPs
 
 
1 102 10 
4 7 10 12 13 14 15 16 10 C 
1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
3 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 
4 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 
5 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
6 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
8 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
9 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
10 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
11 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
14 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
15 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 
16 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
17 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
18 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 
19 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 
20 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 
21 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 
22 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
23 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 
24 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
26 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
27 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 
28 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
29 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 
30 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
31 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
32 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
33 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
34 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
35 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
36 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
37 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 
38 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 
39 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
40 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 
41 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
42 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 
43 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 
44 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
45 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
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46 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
47 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
48 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
49 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
50 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
51 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
52 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
54 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
55 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
56 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
57 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 
58 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 
59 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
61 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 
62 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
63 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
64 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
65 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
66 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 
67 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
68 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 
69 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 
70 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 
71 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 
72 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
73 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 
74 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 
75 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 
76 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
MATRIZ    DE PRESENCIA (1) AUSENCIA (0) PARA LA COMBINACIÓN 
EcoRI-O/MseICC 
1 37 10 
4 7 10 12 13 14 15 16 10 C 
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
2 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
4 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 
5 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
10 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 
11 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 
12 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
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13 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 
14 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 
15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
16 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 
17 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 
18 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
19 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 
20 0 0 0 0 0 0 0 1 1
21 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
22 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 
23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
24 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
25 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
26 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 
27 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
28 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 
29 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 
30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
31 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
32 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 
33 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 
34 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 
35 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
36 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
37 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
38 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 
39 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
40 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 
41 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
42 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 
43 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
44 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 
45 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 
46 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
47 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 
48 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 
49 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 
50 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 
51 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
52 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
53 1 1 1 0 0 1 1 0 0 1 
54 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
55 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 
56 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 
57 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 
58 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 
59 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 
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60 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
61 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 
62 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
63 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
64 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
65 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
66 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
67 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
68 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
69 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 
70 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 
71 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
72 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
73 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
74 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
75 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
76 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
77 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 
78 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ANEXO 6 
Dendograma de la Combinación EAA-MT corrida con 10 aislamientos. 
 
Con esta combinación se conserva la cercanía de los 10 y 10* que son el mismo 
aislamiento pero con modificaciones en el proceso de extracción. 
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ANEXO 7 
Dendograma de la Combinación EAC-MC corrida con 10 aislamientos. 
 
Las muestras 10, 14 y 15 que son el mismo aislamiento se encuentran 
agrupadas. 
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ANEXO 8 
Dendograma de la Combinación EAC-MC corrida con 10 aislamientos. 
 
 
Las muestras 4 y 12 de Paratebueno están muy lejanas, al igual que las muestras 
10, 10*, 14 y 15 y son de un mismo aislamiento. 
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ANEXO 9 
Dendograma de la Combinación EAC-MG corrida con 10 aislamientos. 
 
Las muestras 10 y 10* se encuentran muy lejanas, al igual que las muestras 4 y 
12 que corresponde a aislamientos iguales. 
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ANEXO 10 
 
Dendograma de la Combinación EAC-MO corrida con 10 aislamientos. 
 
Se separan mucho las muestras 10 y 10* que pertenecen al mismo aislamiento. 
Las muestras de Paratebueno que son las 4 y 12 se separan en este 
dendograma. 
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ANEXO 11 
Dendograma de la Combinación EAC-MT corrida con 10 aislamientos. 
 
Muy lejanos las muestras que corresponden a iguales aislamientos. 
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ANEXO 12 
Dendograma de la Combinación EAT-MA corrida con 10 aislamientos. 
 
Los aislamientos 4 y 12 de Paratebueno están cercanos, los aislamiento iguales 
de Mavalle están muy lejanos como: 10, 10*, 14 y 15. 
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ANEXO 13 
Dendograma de la Combinación EAT-MC corrida con 10 aislamientos. 
 
Las muestras 10 y 10* estan muy cercanas, al igual que las muestras 4 y 12 que 
son de Paratebueno, tambiem las muestras 14 y15 que son el aislamiento 103 se 
agrupan en este dendograma. 
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ANEXO 14 
Dendograma de la Combinación EAT-MG corrida con 10 aislamientos. 
 
Se agrupan las muestras 4 y 12, de Paratebueno, los 10 y 10* se alejan mucho, al 
igual que 14 y 15 que son el aislamiento 103 de Mavalle. 
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ANEXO 15 
Dendograma de la Combinación EAT-MO corrida con 10 aislamientos. 
 
Se encuentran agrupados los aislamientos 4 y 12 que son de Paratebueno, los 
aislamientos 10 y 10* están muy lejanos al igual que 14 y 15 que también 
corresponden al aislamiento 103 de Mavalle.  
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ANEXO 16 
Dendograma de la Combinación EAT-MT corrida con 10 aislamientos. 
 
 
Esta combinación agrupa perfectamente los aislamientos por región, las muestras 
4 y 12 de Paratebueno, los dos 10 y 10* son el mismo aislamiento 103 con 
modificaciones en la extracción, los aislamientos 14, 15 son también muestras del 
aislamiento 103 y encontramos el control C aislado totalmente. 
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ANEXO 17 
Dendograma de la Combinación MCA-EAT corrida con 10 aislamientos. 
 
Los aislamiento iguales como 4 y 12 de Paratebueno se encuentran muy lejanos, 
pero las demás muestras del mismo aislamiento se encuentran cercanas como: 
10 y 10*, 14 y 15 y el control C Arabidopsis,  se encuentra lejano a los 
aislamientos de M. ulei. 
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ANEXO 18 
 
Dendograma de la Combinación MCA-EC corrida con 10 aislamientos. 
 
Las muestras 4 y 12 se encuentran cercanas, las muestras 10 y 10* también se 
encuentran cerca y ocurre que la muestra C que es el control de Arabidopsis se 
mezcla con algunos aislamientos de M. ulei. 
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ANEXO 19 
 
Dendograma de la Combinación MCA-EC corrida con 10 aislamientos. 
 
Los aislamientos 4 y 12 de Paratebueno se agrupan, los 10 y 10* también se 
agrupan y las muestras 14 y 15 que son el aislamiento 103 y 103A 
respectivamente también se agrupan. 
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ANEXO 20 
 
Dendograma de la Combinación MCA-EC corrida con 10 aislamientos. 
 
Los aislamientos 4 y 12 de Paratebueno están muy cerca, las muestras 10 y 10* 
están muy cerca al igual que las muestras 14 y 15 que corresponden a los 
aislamientos 103 y 103A respectivamente. 
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ANEXO 21 
 
Dendograma de la Combinación MCA-EC corrida con 10 aislamientos. 
 
Las muestras 4 y 12 de Paratebueno están cercanas, los 10 y 10* también están 
cerca pero ocurre que el control C de Arabidopsis se intercala con los 
aislamientos 16. 
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ANEXO 22 
Preparación de adaptadores 
Secuencia de adaptadores: 
Eco-F: 5'-CTC GTA GAC TGC GTA CC-3' 
Eco-R: 5'-AAT TGG TAC GCA GTC TAC-3' 
Mse-F: 5'-GAC GAT GAG TCC TGA G-3' 
Mse-R: 5'-TAC TCA GGA CTC AT-3' 
 
Adaptador EcoRI concentración final de 5 uM 
25 µl de adaptador F-EcoRI ( 100µM) 
25 µl de adaptador R-EcoRI (100µM) 
450 µl de TE 
500 µl Vol final 
Adaptador MseI concentración final de 50µM 
250 µl de adaptador F-MseI (100µM) 
250 µl de adaptador R-MseI (100µM) 
500 µl total 
Después de mezclar los adaptadores calendar a 95 oC por 5 minutos para 
denaturar. Dejar enfriar lentamente para renaturar completamente las cadenas.  
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